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ABREVIATURAS 
ADP  difosfato de adenosina 
Ap   ampicilina 
ATP  trifosfato de adenosina 
BSA  seroalbúmina bovina 
chl   clorofila 
Cm   cloramfenicol 
cpm   cuentas por minuto (unidad de radiactividad) 
CTP  trifosfato de citidina 
dATP  trifosfato de desoxiadenosina 
DBMIB  2,5-dibromo-3-metil-6-isopropil-p-benzoquinona 
DCMU  3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea 
DCPIP  2,6-dicloroindofenol 
dCTP  trifosfato de desoxicitidina 
DEAE  dietilaminoetil 
DEPC  dietil pirocarbonato 
dGTP  trifosfato de desoxiguanosina 
DO   densidad óptica 
dNTP  mezcla de los 4 desoxinucleótidos trifosfato 
DTT  ditiotreitol 
dTTP  trifosfato de desoxitimidina 
EDTA  ácido etilendiaminotetraacético 
EGTA  ácido etilenglicoldiaminotetraacético 
etidio  3, 8-diamino-6-etil-5-fenilfenantridio 
FAD  flavina adenina dinucleótido 
FMN  flavina mononucleótido 
g   aceleración de la gravedad terrestre 
GTP  trifosfato de guanosina 
GSH  glutatión reducido 
GST  glutatión S-transferasa  
h   hora 
HEPES  ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfónico 
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HPLC  cromatografía líquida de alta presión 
IPTG  isopropil-ß-D-tiogalactopiranósido 
kb   miles de pares de bases 
kDa   kilodaltons 
Km   constante de Michaelis-Menten 
Km   kanamicina 
Mb   millones de pares de bases 
min   minuto 
MOPS  ácido 3-(N-morfolino)propanosulfónico 
npt   neomicina fosfotransferasa 
NAD  nicotinamida-adenina-dinucleótido oxidado 
NADH   nicotinamida-adenina-dinucleótido reducido 
NADP  nicotinamida-adenina-dinucleótido-fosfato oxidado 
NADPH  nicotinamida-adenina-dinucleótido-fosfato reducido 
ORF  pauta abierta de lectura 
p/p   relación peso/peso 
p/vol  relación peso /volumen 
pb   pares de bases 
pBS   plásmido pBluescript II SK(+) 
PCC  colección de cultivos del Instituto Pasteur (París) 
PCR  reacción en cadena de la polimerasa 
PMSF  fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
PSI   fotosistema I 
PSII  fotosistema II 
rpm   revoluciones por minuto 
s   segundo 
SDS  laurilsulfato sódico 
TEMED  N, N, N', N'-tetra-metiletiléndiamina 
Tris   tris-(hidroximetil)aminoetano 
U   unidad de actividad enzimática 
UMP  monofosfato de uridina 
UTP  trifosfato de uridina 
vol/vol  relación volumen/volumen 
X-Gal  5-bromo-4-cloro-3-indolil-ß-D-galactopiranósido 
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Bases nitrogenadas 
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R Arg arginina K Lys lisina 
N Asn asparagina M Met metionina 
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C Cys cisteína P Pro prolina 
E Glu ácido glutámico S Ser serina 
Q Gln glutamina T Thr treonina 
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I.1 Las cianobacterias. 
Las cianobacterias constituyen un grupo de eubacterias capaces de desarrollar fotosíntesis 
oxigénica similar a la de plantas superiores. Su origen se remonta al Precámbrico hace unos 
3500 millones de años y son probablemente los primeros organismos de los que se tiene registro 
fósil. En este grupo apareció por primera vez la fotosíntesis oxigenica y por tanto contribuyeron 
sustancialmente al cambio en la composición atmosférica. Las cianobacterias poseen clorofilas 
en sus centros de reacción, aunque la captación de luz se realiza fundamentalmente mediante los 
ficobilisomas, que contienen ficobiliproteínas, pigmentos de origen proteico presentes también 
en las algas rojas y el cianelo de Cyanophora paradoxa, y proteínas de anclaje. Las 
ficobiliproteínas transfieren la energía fundamentalmente al fotosistema II y constituyen hasta el 
50% de las proteínas celulares. 
 
Las cianobacterias tienen un importante papel ecológico, sobre todo en los ecosistemas 
acuáticos. Así, las proclorofitas, un grupo de cianobacterias, son los organismos dominantes en 
las zonas pelágicas de los océanos (Garcia-Fernandez, et al., 2004) y por lo tanto son 
responsables de un importante parte de la producción primaria en la Tierra, por lo que juegan un 
papel esencial en el ciclo del C. La capacidad que tienen algunas estirpes de cianobacterias para 
fijar el N2 atmosférico les confiere además un importante papel en el ciclo del N. 
 
Las cianobacterias son capaces de adaptarse a los más diversos habitats desde océanos y 
aguas dulces, hasta ambientes extremos como aguas termales, desiertos y las regiones polares. 
También son capaces de establecer relaciones simbioticas con hongos y plantas. Esta 
adaptabilidad es debida en gran parte a los sistemas de regulación que poseen que controlan 
procesos como la fijación de N, adaptación a la cantidad y calidad de la luz, la regulación del 
desarrollo de estructuras de resistencia (como los akinetos), o de dispersión (como los 
hormogonios). Además, son los organismos más simples que presentan ritmo circadiano y es en 
este grupo de organismos donde mejor se conocen los mecanismos moleculares del reloj 
circadiano (Ditty, et al., 2003). La presencia de ritmo circadiano en este grupo debe de 
conferirles un gran ventaja evolutiva debido a que la fuente de energía (la luz solar) sigue 
exactamente esa fluctuación periódica. 
 
Según la teoría endosimbiótica a este grupo pertenece el antecesor de los cloroplastos de las 
algas y plantas superiores. El análisis de los genomas nuclear y plastídico, de los organismos 
fotosintéticos eucariotas, apoya el origen monofilético de los cloroplastos a partir de un 
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predecesor cianobacteriano. La existencia de cloroplastos con más de dos envueltas y en algunos 
casos nucleomorfo (un orgánulo que se encuentra tras la primera envuelta de los cloroplastos 
con más de una envuelta y que es un núcleo reducido), apuntan a procesos de endosimbiosis 
secundaria en los que un eucariota no fotosintético y otro eucariota ya fotosintético inician un 
nuevo proceso de endosimbiosis.  
 
Las cianobacterias constituyen un grupo morfológicamente muy diverso, como lo son 
también sus contenidos en G+C (32-71%) y los tamaños de sus genomas (2-13 Mb). Atendiendo 
a la envuelta celular se las considera Gram (-) debido a la presencia de una membrana externa y 
una capa de peptidoglicano, aunque su pared celular posee también características de las paredes 
típicamente Gram (+). 
La clasificación más aceptada de las cianobacterias las divide en 5 secciones atendiendo a 
criterios morfológicos y a como se realice la división celular (Rippka, et al., 1979). Las 
secciones I y  II engloban a las cianobacterias unicelulares que se dividen por fisión simple o 
gemación (sección I), como las pertenecientes a los géneros Synechocystis y Synechococcus, o 
por fisión múltiple (sección II), como las de los géneros Dermocarpa y Pleurocarpa. Las 
secciones III, IV y V engloban a las cianobacterias filamentosas no formadoras de heterocistos 
(sección III), como las de los géneros Pseudanabaena o Spirulina, filamentosas formadoras de 
heterocistos que se dividen en un solo plano (sección IV), como los géneros Nostoc o Calothrix, 
o formadoras de heterocistos que se dividen en más de una plano (sección V), como Fischerella. 
De estos solo la sección II y la IV y V, conjuntamente, son filogenéticamente coherentes según 
el análisis de las secuencias del RNA ribosómico 16S.  
La mayoría de las estirpes son fotoautotróficas estrictas, aunque algunas son capaces de 
crecer en condiciones de mixotrofía, fotoheterotrofía o heterotrofía absoluta. Algunas estirpes 
son también capaces de fijar nitrógeno atmosférico bien en células especializadas denominadas 
heterocistos o mediante la alternancia temporal de la fijación del nitrógeno y la fotosíntesis. Una 
característica metabólica importante es que poseen un ciclo de Krebs incompleto, algo que 
comparten con algunos quimiolitotrofos y metilotrofos, debido a la ausencia del complejo de la 
α-cetoglutarato deshidrogenasa. Por este motivo utilizan una vía alternativa como es la ruta 
oxidativa de las pentosas fosfato, para crecer a expensas de los sustratos orgánicos exógenos 
(como la glucosa) o endógenos (el glucógeno en oscuridad). 
 
El trabajo que se presenta se ha realizado en la cianobacteria unicelular Synechocystis sp. 
PCC 6803 perteneciente a la sección I de la clasificación antes mencionada. Su genoma fue 
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secuenciado en 1996 (Kaneko, et al., 1996), siendo el primero de un organismo fotosintético. 
Esta estirpe presenta además de su fácil manejo genético, la capacidad de crecer en condiciones 
de mixotrofia y heteretrofia, por lo que ha sido un organismo modelo para el estudio del aparato 
fotosintético (Ikeuchi y Tabata, 2001; Koksharova y Wolk, 2002). 
 
 
Figura 1. Fotografía al microscopio óptico de Synechocystis sp. PCC 6803. 
I.2 Los metales pesados y metaloides. 
 
Los metales pesados se pueden definir como aquellos elementos con una densidad superior a 
5 g/ml y según esta definición podemos considerar metales pesados a 53 de los elementos 
naturales (si incluimos al arsénico que es un metaloide). La mayoría de los metales pesados son 
elementos de transición (Nies, 1999). 
Muchos metales (como el Co2+, Cu+, Ni2+ o Zn2+) son cofactores esenciales para muchas 
enzimas debido a sus propiedades rédox y a su elevada densidad de carga, lo que permite la 
polarización de los sustratos. Debido a ésto muchos metales son oligoelementos esenciales para 
la vida. Sin embargo, por encima de ciertas concentraciones reaccionan con la materia orgánica 
de una forma inespecífica, afectando a muchos procesos esenciales como la respiración o la 
fotosíntesis. Por lo tanto, los seres vivos tienen que controlar estrictamente las concentraciones 
intracelulares de estos elementos. Por otro, lado hay metales como el mercurio o la plata, y 
metaloides, como el antimonio, que carecen de funciones biológicas conocidas, pero que pueden 
llegar a encontrarse en elevadas concentraciones en algunos ecosistemas. 
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La toxicidad de un metal viene determinada en parte por su afinidad por la materia orgánica. 
De hecho si se representan las concentraciones inhibitorias para el crecimiento de cada uno de 
los metales frente a la solubilidad de sulfuros de ese metal (que correlaciona con la afinidad de 
estos por los compuestos tiólicos y por tanto es una medida de su afinidad por la materia viva) 
se obtiene una recta en la que a mayor afinidad por los compuestos tiólicos, mayor es la 
toxicidad y por tanto menor es la concentración inhibitoria del crecimiento (figura 2). 
 
 
Figura 2. La toxicidad de los metales depende de su afinidad por el azufre. 
El logaritmo de la concentración mínima inhibitoria para el crecimiento de E. coli (círculos abiertos) o 
Ralstonia eutropha (círculos cerrados) de los distintos metales se ha representado frente al logaritmo de la 
solubilidad del sulfuro del metal correspondiente. Los coeficientes de regresión de las rectas son mayores a 0,8. 
Tomado de (Nies, 2003). 
La participación de los seres vivos en los ciclos geológicos de muchos metales es bien 
conocida desde hace tiempo y en muchos casos juegan un papel fundamental en la 
solubilización de los metales. El ciclo mejor conocido es el del Hg donde las transformaciones 
llevadas a cabo por los microorganismos, metilación y reducción, tienen un papel fundamental 
para el ciclo de este elemento tóxico (Madigan, et al., 1998). En el caso del Fe, la reducción 
mediada por las bacterias del genero Thiobacillus tiene un importante papel en la solubilización 
del metal especialmente en ambientes ácidos, que ha sido aprovechada por el hombre para 
utilizarlos en la lixiviación de menas de baja ley de Fe y Cu (Madigan, et al., 1998). Otro 
ejemplo bien conocido es el caso del arsénico en el que los microorganismos son en una gran 
parte responsables de la solubilización de este elemento y la contaminación de las aguas 
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superficiales en Bangladesh (Mukhopadhyay, et al., 2002; Nordstrom, 2002; Oremland y Stolz, 
2003). 
La mayoría de los microorganismos presentan sistemas de transporte de alta afinidad hacia el 
interior celular para los metales que requieren como oligoelementos, aunque muchos de ellos 
pueden entrar al interior celular por sistemas de baja afinidad constituidos por transportadores de 
metales relacionados. Así, metales divalentes, como Ni2+, Co2+ o Zn2+, son transportados por el 
sistema de Mg2+, mientras que oxianiones como el arseniato o el cromato entran a través de 
transportadores de fosfato o sulfato respectivamente (Nies, 1999). 
En los últimos años se ha acelerado la liberación de metales al medio ambiente debido 
fundamentalmente a la minería y a las actividades industriales. La contaminación por metales 
pesados es un problema de extrema gravedad debido a su difícil eliminación, ya que a diferencia 
de otros contaminantes, no se pueden degradar hasta formas menos tóxicas o mediante su 
consumo como fuente de energía y/o nutrientes. 
 
A continuación se describen brevemente algunas características generales de los tres metales 
sobre los que se han estudiado los sistemas de resistencia y regulación en este trabajo. 
 
-Níquel. El Níquel se encuentra en la naturaleza en su forma Ni2+ puesto que la forma Ni3+ es 
muy inestable. Funciona como cofactor en la catálisis de reacciones en las que 2 moléculas 
pequeñas se condensan o una molécula se rompe en dos más simples (Ragsdale, 1998). A 
elevadas concentraciones puede provocar la aparición de especies reactivas de oxígeno, daño al 
DNA e inhibición de actividades esenciales como la respiración o la fotosíntesis. Este metal 
entra en la células de forma inespecífica mediante los transportadores de Mg2+, CorA, MgtA y 
MgtB en enterobacterias o CorA y MgtE en bacterias Gram(+) (Smith y Maguire, 1998; Nies, 
1999; Wattt y Ludden, 1999). Además existen transportadores específicos al interior celular que 
pueden ser de un sólo componente como HoxN de Ralstonia eutropha† o NixA de Helicobacter 
pylori o mediante sistemas ABC como  el sistema NikABCDE de E. coli (Eitinger y Mandrand-
Berthelot, 2000; Mulrooney y Hausinger, 2003). El Ni2+ se une a los sitios activos de las 
proteínas de las que forma parte fundamentalmente mediante residuos de Cys e His. La 
                                                
† Esta estirpe ha sido renombrada varias veces durante el transcurso de este trabajo. Inicialmente se denominaba 
Alcaligenes eutrophus CH34, después Ralstonia eutropha CH34 (para mayor comodidad simplemente Ralstomia 
eutropha), que es la denominación que vamos a adoptar en este trabajo al ser la nomenclatura que ha persistido 
durante más tiempo, más tarde Ralstonia metallidurans CH34 y en la actualidad el nombre es Wautersia 
metallidurans CH34 
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incorporación en las proteínas maduras requiere generalmente de chaperonas específicas (como 
UreE), GTPasas (como UreG) asi como la maduración de la proteína en la que se va a 
incorporar (Wattt y Ludden, 1999). Se han descrito distintas enzimas que contienen Ni2+ en su 
centro activo como son la ureasa, hidrogenasas de Ni-Fe, CO deshidrogenasas, metil CoM 
reductasa (en esta enzima el Ni2+ forma parte del grupo prostético F430), acetil-CoA sintetasa de 
bacterias anaerobias y superóxido dismutasa (Ragsdale, 1998; Wattt y Ludden, 1999).  
 
-Cobalto. El cobalto al igual que el níquel se encuentra fundamentalmente en su forma Co2+ 
puesto que el Co3+ es muy inestable, aunque este elemento puede encontrarse también con 
valencias de –I a +IV. Es un elemento esencial ya que forma parte de la vitamina B12 
(cianocobalamina) una coenzima esencial. Entra al interior celular a través de CorA, igual que la 
mayoría de los metales divalentes (Smith y Maguire, 1998; Nies, 1999; Wattt y Ludden, 1999) 
aunque en Rhodococcus rhodochrous se ha descrito un sistema específico para su incorporación 
constituido por NhfL que presenta homología con los transportadores monocomponentes de Ni2+ 
(Komeda, et al., 1997). La vitamina B12 cataliza reacciones de reordenamiento de enlaces C-C, 
C-O y C-N en reacciones como la síntesis de metionina o la reducción de ribonucleótidos a 
desoxirribonucleótidos (Roth, et al., 1996). Existen otras enzimas no dependientes de vitamina 
B12 que contienen Co2+ en sus centros activos como la metionina aminopeptidasa, prolidasa o 
prolina dipeptidasa, nitrito hidralasa o la glucosa isomerasa (Kobayashi y Shimizu, 1999). 
 
-Arsénico. El arsénico existe mayoritariamente en dos estados de oxidación biológicamente 
activos: arsenito, en el que se encuentra con valencia 3+ (AsIII), y arseniato, en el que se 
encuentra con valencia 5+ (AsV)∗. El amplio uso de compuestos que contienen arsénico como 
herbicidas, pesticidas, componente de baterías, semiconductores y agente antimicrobiano en 
infecciones causadas por protozoos, ha provocado la contaminación de las aguas superficiales 
por arsénico. Esta contaminación  constituye un problema de salud pública en ciertas regiones 
del mundo, como Bangladesh, Taiwán o India (Nordstrom, 2002). Por otro lado se ha utilizado 
en los últimos años como un potente agente anticarcinógeno en casos de leucemia promielítica 
aguda con bastante éxito (Druker, et al., 2002). 
                                                
∗ Los estados de oxidación del arsénico se han representado históricamente como las formas de los oxianiones: 
AsO43- para el arseniato y AsO2- para el arsenito, en los pero en los últimos años se ha aclarado que el arsenito se 
encuentra en solución generalmente en la forma de As(OH)3, ya que el pKa de NaHAsO2 es de 9,2, por lo que 
vamos a utilizar AsV para el nombrar el arseniato y AsIII para nombrar el arsenito. 
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El arseniato ejerce su efecto tóxico porque es un análogo estructural del fosfato e interfiere 
con éste en las reacciones bioquímicas. El arsenito sin embargo lleva a cabo su toxicidad 
principalmente al unirse a los grupos SH de las proteínas e inhibiendo su actividad. El arseniato 
entra al interior celular mediante los transportadores de fosfato (Rosen, 2002a), mientras que el 
arsenito entra mediante las acuagliceroporinas como demuestra el hecho de que mutantes en el 
gen glsF de E. coli son más resistentes a AsIII (Sanders, et al., 1997; Meng, et al., 2004). 
En algunas estirpes el arsénico tiene un papel como aceptor o donador de electrones y estas 
son las únicas funciones biológicas conocidas para este elemento, aunque su distribución es 
escasa y está reducida a unas cuantas estirpes dentro de cada linaje (Oremland y Stolz, 2003; 
Silver y Phung, 2005). La oxidación de arsenito a arseniato había sido descrita hace tiempo en 
bacterias y arqueas y se habia obtenido la estructura de la enzima (Ellis, et al., 2001) aunque los 
genes que codifican la actividad no han sido clonados hasta hace muy poco (Silver y Phung, 
2005). Esta enzima está formada por dos polipéptidos, una hierro proteína tipo Rieske y una 
hierro proteína que contiene una coenzima molibdopterina y que pertenece a la superfamilia de 
las reductasas de DMSO (Silver y Phung, 2005). Esta actividad es capaz de producir suficiente 
energía para mantener el crecimiento de algunas estirpes quimiolitotrófas (Oremland y Stolz, 
2003; Silver y Phung, 2005). También se han identificado recientemente los genes que codifican 
arseniato reductasas respiratorias (Afkar, et al., 2003; Saltikov y Newman, 2003). La enzima 
está compuesta también por dos subunidades: una hierro proteína de unos 29 kDa con cuatro 
centros [4Fe-4S] y una hierro proteína con un cofactor molibdopterina y que al igual que la 
arsenito oxidasa pertenece a la superfamilia de las DMSO reductasas. Estas enzimas permiten 
utilizar el arseniato (AsV) como aceptor final de electrones en la cadena de transporte de 
electrones.  
 
I.3  Resistencia a metales y metaloides en microorganismos. 
 
Debido a lo anteriormente expuesto la mayoría de los organismos han desarrollado sistemas 
de homeostasis de metales en los que regulan tanto la entrada, como las concentraciones de 
estos en el citosol. Los sistemas de resistencia más ampliamente distribuidos son los 
constituidos por transportadores hacia el exterior, aunque también existen otros mecanismos 
como la unión a compuestos que inmovilizan el metal (bien sean proteínas como la 
metalotioneina o tripéptidos como las fitoquelatinas), el secuestro de los metales en orgánulos, 
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como la vacuola, o la oxidorreducción hasta una forma menos tóxica o más fácilmente 
transportable. 
I.3.1 Sistemas de transporte hacia el exterior. 
Estos sistemas son los más extendidos puesto que eliminan los metales del lugar donde más 
tóxicos son, el citoplasma. Si existen sistemas de transporte hacia el interior celular estos suelen 
estar regulados de una forma coordinada e inversa a los sistemas de resistencia, para que la 
célula no gaste energía inútilmente.  
 
Se han descrito diversas familias de sistemas de transporte de metales hacia el exterior, de las 
que se encuentran ejemplos en casi todos los microorganismos (figura 3). 
 
• Transportadores BCA. Estos sistemas de transporte están formados por tres proteínas: una 
proteína de la membrana plasmática perteneciente a la superfamilia RND (Resistance 
Nodulation and División), una proteína de fusión que une las dos membranas de las bacterias 
Gram (-) MFP (Membrane Fusion Protein) y una proteína de la membrana externa OMF (Outer 
Membrane Factor) (Eswaran, et al., 2004). 
-Las proteínas RND fueron inicialmente descritas como un grupo de proteínas bacterianas 
implicadas en la resistencia a metales pesados (R; en Ralstonia eutropha), la nodulación (N; en 
Mesorhizobium loti) y la división celular (D; en E. coli), y constituyen una superfamilia de 
proteínas presentes en todos los seres vivos que están implicadas en el transporte de solutos a 
través de la membrana (Paulsen, et al., 1996; Tseng, et al., 1999). La familia HME-RND (de 
Heavy Metal Efflux RND) comprende a las proteínas implicadas en el transporte de metales 
pesados. Estas proteínas tienen unos 1000 aminoácidos y contienen dos partes relacionadas entre 
sí, que parecen haber evolucionado por fusión de 2 genes que se habían duplicado previamente. 
Presentan un total de 12 hélices transmembrana y 2 regiones periplásmicas de unos 300 
aminoácidos. La hélice transmembrana IV parece contener una secuencia que determina el 
sustrato que va a ser transportado. Así las proteínas que transportan iones divalentes como el 
Cd2+, Zn2+ o Co2+ contienen la secuencia DFGX3DGAX3VEN, las que transportan metales 
monovalentes como el Cu+ o Ag+ contienen la secuencia AVGX3DAAX3IEN mientras que los 
miembros de la familia HAE-RND (Hydrophobic and Amphiphilic compounds Efflux-RND), 
que transportan sustancias orgánicas, contienen la secuencia GX3AIGX3DD (Paulsen, et al., 
1996; Nies, 2003). 
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Se conoce la estructura tridimensional detallada de AcrB, una proteína RND de la familia 
HAE-RND que está implicada en el transporte de drogas en E. coli (Murakami, et al., 2002). 
Esta proteína se ensambla en una estructura trimerica con forma de medusa. Cada subunidad 
tiene una región transmembrana de 5 nm de grosor compuesta por las 12 hélices transmembrana, 
que se asemejan a los tentáculos de la medusa, y una cabeza de 7 nm protuberante que contiene 
una cavidad en la base. La cavidad presenta 3 aberturas que quedan abiertas al periplasma. Estas 
proteínas funcionan como antiportadores de H+/X2+/+ cuyo funcionamiento depende 
exclusivamente del gradiente de protones, y no del gradiente eléctrico del potencial de 
membrana (Goldberg, et al., 1999). 
Los metales son transportados por CzcA (la proteína RND del sistema BCA de resistencia a 
Cd2+, Zn2+ y Co2+ de R. eutropha) siguiendo una curva de saturación sigmoidal, con un 
coeficiente de Hill de 2, por lo que a concentraciones por debajo de K50 la velocidad de 
transporte es baja pero mucho más alta a concentraciones superiores a K50. Las K50 calculadas 
para el Zn2+ y el Co2+ son de  6,6 mM y 18,5 mM respectivamente (Goldberg, et al., 1999), lo 
que plantea la paradoja de que a las bajas concentraciones de metales libres estimadas para el 
interior celular [fM para el Zn2+ por ejemplo (Outten y O'Halloran, 2001)] el transporte hacia el 
exterior no sería posible, y no se puede por tanto explicar la resistencia que confieren estas 
proteínas. Este hecho se ve corroborado por la inhibición del transporte que presentan estas 
proteínas en presencia de concentraciones fisiológicas de glutatión reducido (Legatzki, et al., 
2003a), que se une a los metales e impide que estos sean transportados. 
-Las proteínas MFP suelen estar codificadas por genes adyacentes a los que codifican 
proteínas RND. Se conoce la estructura tridimensional de MexA, la proteina MFP del 
transportador de antibióticos MexABOprM de Pseudomonas aureuginosa (Eswaran, et al., 
2004). La proteína presenta una estructura alargada en la que se pueden distinguir 3 dominios: 
un barril ß, un lipolic domain y un coiled-coil (Akama, et al., 2004; Higgins, et al., 2004). Se 
sabe que son multímeros, aunque no esta totalmente claro si son dímeros, trímeros o 
heptámeros. Su función es la de unir la proteína RND con la proteína OMF de la membrana 
externa de las bacterias Gram (-), anclándose a la membrana plasmática por su extremo amino 
terminal mediante un ácido graso unido a un residuo de cisteína. La carencia de estas proteínas 
hace que el sistema se vuelva no funcional, como demuestra el hecho de la pérdida de la 
resistencia en mutantes de genes que codifican para estas proteínas (Rensing, et al., 1997; 
Legatzki, et al., 2003a). 
-Las proteínas OMF se encuentran en la membrana externa. Se conoce la estructura 
tridimensional de TolC, la proteina OMF de varios sistemas de transporte de sustancias 
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organicas en E. coli (Koronakis, 2003; Koronakis, et al., 2004). Estas proteínas son trímeros que 
se encuentran formando un tubo con unos 14 nm de largo y un diámetro externo de unos 3,5 nm. 
El tubo está hueco permitiendo que el sustrato pase a través de él y es lo suficientemente largo 
para cubrir el periplasma y la membrana externa conectando el dominio periplásmico de las 
proteínas RND con el exterior celular. Estas proteínas son generalmente menos importantes para 
la resistencia probablemente porque pueden intercambiarse entre los distintos sistemas, como 
ocurre con TolC de E. coli, que forma parte de varios sistemas BCA (como AcrAB y EmrAB) 
de transporte de antibióticos (Koronakis, 2003). 
 
 
Figura 3. Mecanismos de resistencia a metales en microorganismos. 
Esquema de los distintos sistemas de resistencia metales presentes en los microorganismos; para más detalles ver 
el texto. 
 
• ATPasas de tipo P. Son proteínas integrales de membrana implicadas en el transporte de 
sustratos cargados a través de las membranas biológicas. Utilizan la energía del ATP para el 
transporte, generando un intermediario fosforilado de la proteína, en un residuo de Asp. Una de 
las subfamilias agrupa a las implicadas en el transporte de metales pesados, las cuales contienen 
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ocho segmentos transmembrana, a diferencia de las que transportan H+, K+, Na+ o Ca2+ y Mg2+ 
que contienen diez (Axelsen y Palmgren, 1998; Palmgren y Axelsen, 1998). También contienen 
huellas características como son la presencia de un dominio de unión al metal en su extremo 
amino, la presencia de los residuos CPC en el segmento transmembrana VI (por lo que se las 
conoce también como CPx-type ATPases) y una región rica en His y Pro a 34-45 residuos de la 
secuencia CPC en dirección al extremo carboxilo terminal (Rensing, et al., 1999). El dominio 
amino terminal de unión a metales, que está repetido en algunas ATPasas de tipo P, contiene la 
secuencia GXXCXXC y se pliega en una estructura tipo ferredoxina (Rensing, et al., 1999). 
Esta familia se puede dividir a su vez en dos subfamilias: las proteínas que transportan 
metales monovalentes y las que transportan metales divalentes (Rensing, et al., 1999). Las 
primeras transportan muy probablemente la forma Cu+/Ag+ como demuestra el hecho de que 
sólo transportan cobre en presencia de DTT, lo que indica que el Cu2+ tiene que ser reducido 
hasta Cu+ para ser transportado (Rensing, et al., 2000). Estas proteínas suelen recibir el metal 
desde chaperonas específicas para Cu, que impiden que éste exista libre en el citoplasma, puesto 
que el Cu2+ libre es un oxidante muy potente. Estas chaperonas son las encargadas de llevar el 
metal hasta las enzimas que lo necesitan y de donárselo/aceptarlo desde las proteínas que lo 
transportan hacia el interior y/o exterior celular (Tottey, et al., 2002; Solioz y Stoyanov, 2003). 
ATPasas de esta subfamilia están presentes en todos los seres vivos y mutaciones en los genes 
humanos que codifican proteínas homólogas se relacionan con los síndromes de Menkes y 
Wilson (Odermatt, et al., 1993; Phung, et al., 1994). Las que transportan iones divalentes son 
homólogas a CadA de Staphylococcus aureus (Nucifora, et al., 1989) y son menos abundantes 
en los genomas (Nies, 2003). Se han encontrado ejemplos de estas ATPasas que transportan 
metales divalentes para Zn2+, Cd2+ y Pb2+. 
La dirección del transporte no se puede predecir por la simple inspección de la secuencia de 
estas proteínas puesto que existen homólogos que transportan metales al interior celular como 
son CopA de Enterococcus hirae (Solioz y Stoyanov, 2003), CtaA de Synechocystis sp. PCC 
6803 (Tottey, et al., 2001) o ZosA de Bacillus subtilis (Gaballa y Helmann, 2003). 
 
• Proteínas de la familia CDF (Cation Difusion Facilitator). Son proteínas que se encuentran 
en todos los seres vivos y sus sustratos son fundamentalmente el Zn2+ pero también Co2+, Ni2+, 
Cd2+ e incluso Fe2+. Transportan el metal utilizando el potencial de membrana, el gradiente 
químico del elemento o un gradiente de K+ (Chao y Fu, 2004). Parecen ser dímeros que 
contienen 6 segmentos transmembrana y unos 300-400 aminoácidos (Paulsen y Saier, 1997). 
Estos transportadores son especialmente abundantes y diversos en eucariotas, aumentando su 
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número con la complejidad del organismo (Nies, 2003). Suelen contener una región rica en His 
en el extremo amino terminal, carboxilo terminal o entre los segmentos transmembrana IV y V, 
aunque su función no parece ser esencial. Las proteínas bacterianas de esta familia están 
implicadas en la resistencia a Zn2+ (Anton, et al., 1999; Grass, et al., 2001a; Lee, et al., 2002) y 
otros metales (Munkelt, et al., 2004; Grass, et al., 2005). En general transportan metales de 
transición del primer periodo cuyos radio iónicos están todos entorno a 75 pm. 
 
• Transportadores de arsénico. Existen tres familias de proteínas, no relacionadas entre sí, 
que están implicadas en el transporte de arsénico como mecanismo de resistencia (Rosen, 1999). 
Generalmente estas proteínas transportan AsIII hacia el exterior celular. 
La primera está formada por las proteínas relacionadas con ArsB del plásmido R773 de 
E. coli. Son proteínas de unos 430 aminoácidos, y aproximadamente 45 kDa, que presentan 12 
segmentos transmembrana, capaces de transportar AsIII y SbIII utilizando el potencial de 
membrana o mediante la asociación con ArsA, una ATPasa dependiente de AsIII o SbIII para ser 
activada, y que al unirse a ArsB, lo convierte en un transportador primario (Rosen, 1999). 
La segunda está formada por las proteínas relacionadas con la proteína ACR3p de 
Saccharomyces cerevisiae (Wysocki, et al., 1997; Ghosh, et al., 1999) y YqcL (ArsB) del 
elemento SKIN de Bacillus subtilis (Sato y Kobayashi, 1998). Estas proteínas tienen unos 400 
aminoácidos, y aproximadamente 45 kDa, que contienen 10 segmentos transmembrana y 
funcionan como transportadores secundarios de AsIII utilizando el gradiente de H+. 
El tercer grupo está presente exclusivamente en eucariotas y son la proteínas relacionadas 
con MRP (Multidrug Resistance Protein) de mamíferos. Estas proteínas pertenecen a la 
superfamilia de transportadores ABC y transportan conjugados de muchos compuestos entre 
ellos el glutatión utilizando ATP. El homólogo de Saccharomyces cerevisiae, Ycf1p, transporta 
el arsenito conjugado con glutatión al interior de la vacuola, detoxificándolo (Ghosh, et al., 
1999; Tamas y Wysocki, 2001). 
 
• Existen otros sistemas de transporte de metales hacia el exterior celular que han sido peor 
caracterizados y que tienen una menor distribución en los seres vivos, como las proteínas de la 
familia CHR, NreB o CntR (Nies, 2003). Las proteínas CHR son proteínas con 10 segmentos 
transmembrana implicadas en el transporte y resistencia a cromato, mientras que las de la 
familia NreB y CnrT están implicadas en la resistencia a Ni2+ y presentan dominios ricos en 
histidinas. 
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I.3.2 Sistemas de oxidorredución. 
 
Existes dos ejemplos bien conocidos de oxidorreducción de metales pesados y son el 
mercurio y el arsénico. En el primer caso la reducción hasta Hg elemental constituye un 
verdadero sistema de resistencia puesto que el Hg elemental es poco reactivo y volátil, por lo 
que la presión de vapor hace que este salga de la célula detoxificándose. Esta reacción está 
catalizada por la mercurio reductasa (MerA), una enzima perteneciente a la familia de la 
glutatión reductasa que contiene como grupo prostético un FAD. Estas proteínas son 
homodímeros que utilizan el NADPH para reducir el Hg2+. Existen dos cisteínas en el sitio 
activo que llevan a cabo la reducción del mercurio y otras dos en la otra subunidad que sirven de 
sitio de unión del Hg2+ antes de ser reducido (Barkay, et al., 2003).  
En el caso del arsénico las arseniato reductasas convierten AsV en AsIII que es una forma más 
tóxica del metaloide, por lo que aisladas no suponen un sistema de resistencia en sí mismo. Sin 
embargo, el AsIII es más fácilmente transportado al exterior o la vacuola por transportadores 
asociados a esta proteína. Existen tres familias, no relacionadas entre sí, de arseniato reductasas 
que parecen haber evolucionado independientemente para dar lugar a la misma actividad 
(Mukhopadhyay y Rosen, 2002; Mukhopadhyay, et al., 2002). La primera familia es la formada 
por las proteínas relacionadas con ArsC del plásmido R773 de E. coli que son proteínas 
monoméricas de unos 15 kDa que utilizan el glutatión y las glutarredoxinas como donadores de 
electrones para llevar a cabo la reducción del AsV. En esta familia de proteínas existe una Cys 
altamente conservada (C12 según la numeración de la enzima de R773) que forma un 
intermediario covalente con el As y el glutatión que es después reducido por la glutarredoxina 
(Martin, et al., 2001). La segunda está formada por las proteínas relacionadas con la arseniato 
reductasa del elemento SKIN de Bacillus subtilis o del plásmido pI258 de Staphylococcus 
aureus, que parecen haber evolucionado desde fosfatasas de tirosina de bajo peso molecular. 
Estas enzimas también son monómeros de unos 15 kDa, que utilizan las tiorredoxinas como 
donadores de electrones para la reducción y en cuyo ciclo de oxidorreducción intervienen 3 
cisteínas. La cisteína 10 (según la numeración de Bacillus) forma un intermediario covalente 
con el As que es reducido por la cisteína 82 formándose un puente disulfuro C10-C82. Este 
puente se isomeriza con la participación de la cisteína 89 quedando por tanto ahora la C10 
reducida y un puente disulfuro C82-C89, que es reducido por la tiorredoxina, regenerándose la 
enzima (Bennett, et al., 2001; Messens, et al., 2002). La tercera familia está formada por dos 
proteínas: ACR2p de Saccharomyces cerevisiae (Mukhopadhyay, et al., 2000; Mukhopadhyay y 
Rosen, 2001) y LmACR2p (del protozoo Leishmania major (Zhou, et al., 2004) y están 
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relacionadas evolutivamente con la fosfatasa Cdc25 de organismos superiores. Estas proteínas 
usan como donadores de electrones el glutatión y las glutarredoxinas y parecen funcionar como 
homodímeros (en el caso de Saccharomyces cerevisiae) donde cada subunidad tiene unos 
25 kDa. En su mecanismo de reacción está implicado un residuo de cisteína siendo éste análogo 
al de familia ArsC de R773. 
I.3.3 Sistemas de secuestro. 
Estos sistemas son en general bastante costosos desde un punto de vista energético puesto 
que suelen suponer la síntesis de aminoácidos (como la histidina), de péptidos (como las 
fitoquelatinas y el glutatión), o incluso de proteínas completas (como la metalotioneinas). Estos 
sistemas suelen conferir bajos niveles de tolerancia al metal. La estrategia es muy eficaz cuando 
las concentraciones del metal son bajas y la población microbiana puede llegar a unir todo el 
metal presente en el medio. 
Esta estrategia también es utilizada en eucariotas, pero en este caso los metales conjugados 
con glutatión o fitoquelatinas se transportan al interior de la vacuola donde quedan 
inmovilizados evitándose así su toxicidad. 
 
I.4 Sistemas de regulación. 
 
En este apartado vamos a introducir algunos de los sistemas de regulación de la expresión 
génica en bacterias centrándonos fundamentalmente en los implicados en la regulación por 
metales pesados. Los ejemplos mejor estudiados de regulación de sistemas de resistencia a 
metales son los del operón mer del transposón Tn21 mediada por MerR (O'Halloran, et al., 
1989), la regulación del operón ars de E. coli (Wu y Rosen, 1993a; Carlin, et al., 1995; Cai y 
DuBow, 1996; Xu, et al., 1996; Xu y Rosen, 1997) o la regulación de la metalotioneina de 
Synechococcus sp. PCC 7942 (Erbe, et al., 1995), aunque se han descrito en los últimos años 
también algunos sistemas de dos componentes como CzcRS (van der Lelie, et al., 1997), CopRS 
(Mills, et al., 1993) o CusRS (Munson, et al., 2000). En esta sección se va a hacer una breve 
descripción de los sistemas de regulación abordados en esta tésis. 
I.4.1 Sistemas de dos componentes. 
Los sistemas de dos componentes son sistemas de transducción de señales muy extendidos en 
los seres vivos, y que están presentes en bacterias, arqueas, plantas y hongos aunque ausentes en 
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animales. La unidad básica está compuesta por dos proteínas: una histidina quinasa que se 
autofosforila en una histidina en respuesta a algún estímulo y un regulador de respuesta, o 2º 
componente, al que la histidina quinasa transfiere el grupo fosfato en un residuo de aspártico, 
que se encuentra en un dominio conservado denominado receptor. Existen sistemas más 
complejos a los que se van sumando elementos que se van transfiriendo los grupos fosfato 
alternativamente. La mayoría de las histidina quinasas presentan también actividad fosfatasa 
contra los reguladores de respuesta fosforilados, permitiendo así apagar la señal rápidamente. 
Generalmente la activación de la quinasa inhibe la actividad fosfatasa. 
 
 
Figura 4. Esquema de la organización modular de los sistemas de dos componentes. 
Todas las histidinas quinasas tienen una arquitectura similar en la que se pueden distinguir 
dos dominios: uno variable que constituye el dominio sensor, que percibe el estimulo, y otro 
altamente conservado que es el dominio quinasa. Las histidina quinasas funcionan como 
dímeros y llevan a cabo una autofosforilación en un residuo de histidina altamente conservado 
en el dominio quinasa (que es la que da nombre a la familia) en una reacción en la que un 
monómero fosforila al otro. El dominio quinasa está compuesto por dos subdominios: uno 
encargado de la dimerización y otro que es el que une ADP/ATP y es catalítico. Este dominio 
quinasa contiene 5 motivos conservados H, N, G1, F y G2 y en la mayoría de ellas el motivo H 
se encuentra dentro del subdominio de dimerización, aunque en algunos casos se encuentra 
aislado. El subdominio de dimerización (que en la mayoría de ellas contiene el motivo H donde 
esta la histidina que se fosforila) está formado por un coiled-coil, en el que al dimerizar las 4 
hélices quedan entrelazadas (Dutta, et al., 1999). El plegamiento es totalmente distinto al de 
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otras quinasas conocidas y es similar al de las ATPasas de la superfamilia de DNA girasa B, 
MutL o Hsp90 (Stock, et al., 2000; West y Stock, 2001). 
 
Las histidina quinasas se pueden dividir en 2 clases (Stock, et al., 2000): 
 
- Histidina quinasas ortodoxas (orthodox histidine kinase): el prototipo mejor caracterizado 
es el osmosensor EnvZ de E. coli que contiene un dominio sensor amino terminal con dos 
segmentos transmembrana, un dominio periplásmico y un dominio catalítico citoplásmico. 
- Histidina quinasas híbridas (hybrid histidine kinase): estas proteínas contienen en general 
más un sitio de fosforilación ya que contienen uno o varios dominios aceptores y pueden 
contener dominios HPt (ver más abajo). Estas proteínas se autofosforilan y llevan a cabo una 
transferencia de fosfatos intramolecular y finalmente hasta un segundo componente, que puede 
ser bien un regulador de respuesta o una proteina con un dominio HPt. Los distintos dominios 
aceptores y HPt pueden ser fosforilados/desfosforilados por otras proteínas lo que les permite la 
integración y detección de múltiples señales. 
En las quinasas híbridas y en algunas rutas de transducción de señales formadas por sistemas 
de dos componentes, existen proteínas o dominios de proteínas, que contienen un sitio de 
fosforilación de histidina (un motivo H independiente) separado del dominio catalítico, que se 
denomina dominio HPt. Estos dominios tienen 120 aminoácidos aproximadamente, contienen la 
histidina que se fosforila y, aunque su secuencia no esta muy conservada, si tienen homología 
estructural. No se ha encontrado ningún dominio HPt con actividad catalítica (quinasa o 
fosfatasa) (Stock, et al., 2000; West y Stock, 2001). 
 
Los segundos componentes o reguladores de respuesta contienen generalmente dos dominios 
claramente diferenciados: el dominio aceptor o regulador, que esta altamente conservado y 
contiene el aspártico que se fosforila, y un dominio efector que es variable. El dominio 
regulador se pliega en una estructura con 5 hojas β paralelas rodeadas por 5 α-hélices. Además 
del Asp59 (según la numeración de CheY de E. coli) que se fosforila, hay otros dos residuos de 
Asp conservados, Asp12 y Asp13, que son los encargados de la coordinación de un Mg2+ que 
intervienen en la reacción de transferencia del grupo fosfato. También se encuentran 
conservados los residuos implicados en el cambio conformacional tras la fosforilación como son 
la Thr87 o la Lys109 (Stock, et al., 2000; West y Stock, 2001). 
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Los dominios efectores son variables y se activan/desactivan tras la fosforilación del dominio 
aceptor. Muchos reguladores de respuesta bacterianos son factores transcripcionales y se 
clasifican en tres grandes grupos atendiendo al dominio de unión al DNA. 
- OmpR/PhoB. La proteína que da nombre a este grupo es el regulador de las porinas de 
E. coli y contiene un dominio de unión al DNA denominado hélices aladas que consta de un 
hélice-giro-hélice típico que unen el DNA por el surco mayor y dos alas que unen el DNA por el 
surco menor (Martinez-Hackert y Stock, 1997; Okamura, et al., 2000). 
-NarL. Es el grupo de proteínas relacionadas con NarL, el regulador implicado en la 
respiración anaerobia utilizando nitrato en E. coli. Su dominio de unión al DNA es un típico 
hélice-giro-hélice pero su forma de unión y reconocimiento es totalmente distinta a la de otros 
factores transcripcionales. El DNA es reconocido mediante interacciones de van der Waals, 
efectos de solvatación y por la deformación intrínseca de las secuencias reconocidas, y no 
mediante interacciones con el surco mayor. Al unirse al DNA genera una curvatura mayor que 
la de otros factores transcripcionales, y provoca una transición de la forma B a la A del DNA 
(Maris, et al., 2002). 
-NtrC: Estos contienen un dominio efector a su vez compuesto por dos dominios: uno 
ATPasa y un dominio de unión al DNA. Los dímeros de estos factores transcripcionales se unen 
al DNA y al ser fosforilado su dominio aceptor se activan oligomerizando en octámeros, lo que 
estimula su actividad ATPasa y promove la formación de complejos abiertos por la RNA 
polimerasa. Estas proteínas funcionan como activadores uniéndose a los potenciadores 
(enhancers) en los promotores regulados por la RNA polimerasa dependiente de σ54 (Lee, et al., 
2003). 
 
I.4.2 Factores transcripcionales de la familia SmtB/ArsR 
 
Son factores transcripcionales que funcionan como represores y responden a la presencia de 
un metal. Generalmente se encuentran regulando la expresión de sistemas de resistencia a 
metales (Busenlehner, et al., 2003). 
Sólo se dispone de la estructura de un miembro de esta familia, SmtB de Synechococcus sp. 
PCC 7942 (Cook, et al., 1998), pero la gran similaridad y la ausencia de huecos en los 
alineamientos de secuencia permite hacer buenos modelos de otros miembros de la familia. 
Estos factores tienen una estructura con 5 α hélices y 2 hojas β organizadas en la forma α1 α2 
α3 α4(R) β1 β2 α5 en el que las hélices α3 y α4(R) forman un dominio hélice-giro-hélice de 
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unión al DNA que recuerda mucho al de otras familias de factores transcripcionales. La hélice 
α4(R) es la más conservada en toda la familia y es la propuesta para el reconocimiento de la 
secuencia de DNA (Busenlehner, et al., 2003). 
La resolución de la estructura de SmtB unido a Hg2+ (un metal que no es detectado por este 
regulador), sumado a los datos de mutagénesis de otras proteínas de la familia, han llevado a 
proponer la existencia de dos sitios de unión a metales en estos factores: uno formado por la 
hélice α3 (y la extensión amino terminal si es que existe) o en la hélice α5 (y la extensión 
carboxilo terminal si existe). El sitio en la hélice α3 se encuentra formando parte del dominio de 
unión al DNA e incluye la secuencia ELCVC/GD altamente conservada en todos los miembros 
de la familia, e incluye generalmente algún otro residuo de Cys en la extensión amino terminal 
(como ocurre en CadC) o adyacente (en el caso de ArsR) para formar un sitio de unión tiólico 
con participación de residuos de las dos subunidades del dímero. Este tipo de sitio es el utilizado 
para detectar los metales con afinidad por los grupos tiólicos como el Cd2+, Pb2+, Bi3+ o AsIII. El 
sitio de unión en α5 puede utilizar residuos de la extensión carboxilo terminal si existe y utiliza 
aminoácidos con grupos carboxilos (Asp y Glu) e histidina para unir el metal formándose un 
sitio de unión a metales que tienen función biológica como el Zn2+, Co2+ o Ni2+. Existen 
miembros de la familia con ambos sitios de unión a metales y cuyas funciones aun no están 
totalmente claras, ya que en alguno de ellos la unión del metal a uno de los sitios parecen poder 
modular la unión al otro (Busenlehner, et al., 2003). 
 
Estas proteínas son dímeros fácilmente disociables en solución (tanto en su forma libre como 
en la forma unida al metal) aunque ese equilibrio se ve desplazado hacia la dimerización en 
presencia de un sitio de unión al DNA.  
La unión de los metales provoca una regulación alostérica negativa de la unión al DNA del 
represor (cambiando las constantes de afinidad entre 102 y 103 veces) haciendo que este se libere 
del DNA y permitiendo que el promotor sea transcrito por la RNA polimerasa. Los sitios de 
unión de estos factores se encuentran ocluyendo las cajas importantes para el reconocimiento de 
los promotores por la RNA polimerasa. Así el sitio de unión de SmtB, CzrA o CadC se 
encuentran entre la caja –10 y el ATG del gen mientras que el de ArsR solapa parcialmente con 
la caja –35. Las secuencias de unión suelen contener 1 o 2 repeticiones invertidas imperfectas en 
la forma de 12-2-12 (Busenlehner, et al., 2003). La estequiometría de unión a los operadores no 
está totalmente clara, y aunque lo más intuitivo es pensar que cada repetición invertida es 
reconocida por un dímero, existen datos contradictorios al respecto. 
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I.4.3 Factores transcripcionales de la familia MerR. 
 
Los factores transcripcionales de esta familia se caracterizan por el dominio de unión al DNA 
que está situado en la región amino terminal y comprende 100 aminoácidos aproximadamente 
(Brown, et al., 2003). Este dominio se pliega en una estructura de hélice-giro-hélice flanqueado 
por dos alas que unen el DNA y un dominio de dimerización en coiled-coil (Heldwein y 
Brennan, 2001). El extremo carboxilo terminal de estas proteínas es variable y es donde residen 
los dominios de unión al coactivador. Los reguladores de esta familia regulan promotores con 
una arquitectura especial en los que las cajas –10 y –35 están separadas por 19-20 pb, en vez de 
los 16-17 pb lo que impide el correcto reconocimiento de estos promotores por la RNA 
polimerasa. El sitio de unión de estos reguladores se encuentra entre la cajas –10 y –35 y 
consiste generalmente en una secuencia palindrómica con la estructura 11-3-11 (Brown, et al., 
2003). El regulador se encuentra unido al DNA tanto en condiciones de inducción como de no 
inducción y la unión del efector provoca un cambio conformacional. Este cambio 
conformacional de la proteína hace que esta reorganice la estructura del DNA desapareando 2 
nucleótidos centrales, lo que provoca el realineamiento de las cajas –10 y –35 que quedan ahora 
a las distancias adecuadas para ser reconocidas por la RNA polimerasa (Heldwein y Brennan, 
2001; Newberry y Brennan, 2004). 
 
El primer miembro de esta familia descrito fue el regulador del operón de resistencia a 
mercurio de los transposones Tn21 y Tn501 (O'Halloran, et al., 1989). En estos operones esta 
proteína es un activador de la transcripción de los genes estructurales, aunque ejerce cierto 
efecto represor en condiciones de no inducción. Se han descritos reguladores de esta familia que 
responden a estímulos muy diversos como metales (MerR, CueR, ZntR), drogas (MntA, MtaN, 
BmrR) o estrés oxidativo (SoxR) (Brown, et al., 2003) 
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II.1 Organismos y condiciones de cultivo. 
 
II.1.1 Cianobacterias 
El presente trabajo se ha realizado en la cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803, 
organismo procariota unicelular heterótrofo facultativo y no fijador de dinitrógeno, 
perteneciente a la sección I de la clasificación taxonómica de las cianobacterias propuesta por 
(Rippka, et al., 1979). Las estirpes de Synechocystis sp. PCC 6803 utilizadas en este trabajo y 
sus características relevantes se presentan en la Tabla 1. 
Tabla 1. Estirpes de cianobacterias utilizadas en este trabajo. 
Estirpe Genotipo ORF mutada† 
Construida por 
transformación con el 
plásmido 
Resistencia 
silvestre Synechocystis sp. PCC 6803 - - - 
nrsA+/-* nrsA::C.K1 slr0794 pNIQ8+/- Km 
nrsD+/- nrsD::C.K1 slr0796 pNIQ2+/- Km 
corR+/- corR::C.K1 sll0794 pNIQ4+/- Km 
corT- corT::C.K1 slr0797 pNIQ12- Km 
nrsRS+/- nrsRS::C.K1 
sll0795 y 
sll0796 
pNIQ9+/- Km 
arsB+ arsB::C.K1 slr0944 pARSB2+ Km 
arsH+/- arsH::C.K1 slr0945 pARSHC2+/- Km 
arsC- arsC::C.K1 slr0946 pARSC2- Km 
arsR+ arsR::C.C1 sll1956 pARSR2+ Cm 
arsI1Sp+/- arsI1::SpΩ sll5104 pARSI2+/- Sp 
arsI2Sp+/- arsI2::SpΩ slr6037 pARSI2+/- Sp 
∆arsI2Sp+/- ∆arsI2::SpΩ slr6037 pARSI8+/- Sp 
arsI1Sp+ 
∆arsI2Cm+ 
arsI1::SpΩ ∆arsI2::C.C1 
slr6037 y 
sll5104 
pARSI9+ sobre un fondo 
arsISp+ 
Sp Cm 
arsC- 
arsI1Cm+ 
arsC::C.K1 arsI1::C.C1 
slr0946 y 
slr5104 
pARSI4+ sobre un fondo 
arsC- 
Km Cm 
arsC- 
∆arsI2Sp+/- 
arsC::C.K1 ∆arsI2::SpΩ 
slr0946 y 
slr6037 
pARSI8+/- sobre un fondo 
arsC- 
Km Sp 
arsC- 
arsI1Cm+ 
∆arsI2Sp+ 
arsC::C.K1 
arsI1::C.C1∆arsI2::SpΩ 
slr0946, 
slr6037 y 
sll5104 
pARSI8+/- sobre un fondo 
arsC-arsICm+ 
Km Cm Sp 
                                                                                                          Resistencia a metales en Synechocystis 
 44 
grxA+/- grxA::C.C1 ssr2060 pGRXA2+/- Cm 
grxB+/- grxB::SpΩ slr1562 pGRXB2+/- Sp 
grxC+/- grxC::C.K1 slr1856 pGRXC2+/- Km 
grxA+ grxB+ grxA::C.C1 grxB::SpΩ   
ssr2060 y 
slr1562 
pGRXB2+ sobre un fondo 
grxA+ 
Cm Sp 
grxA+ grxC+ grxA::C.C1 grxC::C.K1 
ssr2060 y 
slr1856 
pGRXC2+ sobre un fondo 
grxA+ 
Cm Km 
grxB+ grxC+ grxB::SpΩ grxC::C.K1 
slr1562 y 
slr1856 
pGRXC2+ sobre un fondo 
grxB+ 
Sp Km 
grxA+ grxB+ 
grxC+ 
grxA::C.C1 grxB::SpΩ 
grxC::C.K1 
ssr2060, 
slr1562 y 
slr1856 
pGRX2C+ sobre un fondo 
grxA+grxB+ o pGRXB2+ 
sobre un fondo 
grxA+grxC+. 
Cm Sp Km 
† La nomenclatura de las ORFs corresponde a la Cyanobase. 
* los signos + y – se refieren a la dirección de la transcripción del gen de resistencia al antibiótico con respecto al 
gen en el que está insertado el casete de resistencia.  
 
Los medios empleados para el cultivo de las distintas estirpes de Synechocystis sp. PCC 6803 
se basan en el medio BG11 (Rippka, et al., 1979), cuya composición es la siguiente: 
 
 NaNO3  17,6 mM Citrato férrico-amónico (17% Fe)  6 mg/l 
 MgSO4  0,30 mM MnCl2     9,1 µM 
 CaCl2  0,24 mM Na2-EDTA    2,4 µM 
 Na2CO3  0,20 mM Na2MoO4    1,6 µM 
 K2HPO4  0,20 mM ZnSO4     0,8 µM 
 H3BO3      46 µM CuSO4     0,3 µM 
 Ácido cítrico  28,5 µM CoCl2     0,2 µM 
 
Este medio suplementado con NaHCO3 12 mM se denomina BG11c y es el utilizado en este 
trabajo. 
La adición de antibióticos se realizaba previa esterilización de los mismos por filtración. 
Salvo que se indique lo contrario las concentraciones finales empleadas de los distintos 
antibióticos añadidos a los medios  de cultivo fueron: cloramfenicol 20 µg/ml, kanamicina 50 
µg/ml, espectinomicina 10 µg/ml y estreptomicina 2,5 µg/ml. 
El crecimiento de los cultivos en medio líquido tenía lugar, bien en condiciones de burbujeo 
con una mezcla aire-CO2 en proporción 99:1 (vol/vol), a 30 °C bajo iluminación continua (50 
Materiales y métodos____               _ _________        ____        __        _      ____              _        _______ 
 45 
W.m-2), suministrada por paneles de tubos fluorescentes de luz blanca (Sylvania daylight 
F20w/D o similares), o bien en matraces Erlenmeyer incubados a 100 rpm en incubadores 
orbitales Gallenkamp modelo INR.401.010W, termostatizados a 30 °C, y bajo condiciones de 
iluminación similares a las anteriormente descritas. En los experimentos para aislamiento de 
RNA, se utilizaron cultivos en medio líquido en las condiciones de burbujeo anteriormente 
descritas. Para los aislamientos de DNA, los experimentos de transformación y los experimentos 
de resistencia a metales se utilizaron cultivos en matraces. 
Para el cultivo en medio sólido, el medio líquido se suplementaba con agar al 1% (p/vol). El 
agar (Bacto-Agar, Difco) se esterilizaba en autoclave separado del resto del medio de cultivo. 
Una vez mezclados todos los componentes el medio se vertía en cajas de Petri a razón de 50 ml 
por caja. Las condiciones de iluminación fueron las mismas que las descritas para los cultivos en 
medio líquido. 
II.1.2 Escherichia coli. 
Las estirpes de E. coli utilizadas en este trabajo y los genotipos correspondientes se recogen 
en la Tabla 2. 
Tabla 2. Estirpes de E. coli utilizadas en este trabajo. 
Estirpe Genotipo Referencia 
DH5α F
-, endA1, hsdR17 (mK+,rK-) supE44, thi-1 recA1 
gyrA96 relA1 ΔlacU169 (φ80-lacZΔM15) 
(Hanahan, 1983) 
BL21(DE3) 
hsdS gal (λcIts857 ind1 Sam7 nin5 lac UV5-T7 
gene1) 
(Studier y Moffatt, 1986) 
XL1-Blue 
supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi relA1 lac- 
F'[proAB+ lacIq lacZΔM15 Tn10(tetr)] 
(Bullock, et al., 1987) 
 
Como medio habitual de crecimiento se utilizaba el de Luria-Bertani (LB) (Sambrook, et al., 
1989), cuya composición es la siguiente: 
 
 NaCl 10 g/l 
 Bactotriptona 10 g/l 
 Extracto de levadura 5 g/l 
 
En el caso del medio sólido se añadía agar a una concentración final del 1,5% (p/vol). El 
medio completo se esterilizaba por autoclavado. Cuando era necesario se añadía glucosa a una 
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concentración final del 0,2-2% (p/vol) utilizando para ello una solución, esterilizada por 
autoclavado, al 20% (p/vol). Los antibióticos se utilizaron a las siguientes concentraciones: 
 
 Ampicilina 100 µg/ml 
 Kanamicina 50 µg/ml 
 Cloramfenicol 25 µg/ml 
 Espectinomicina 100 µg/ml 
 
Para los cultivos en medio líquido se utilizaban en tubos o matraces Erlenmeyer de volumen 
quíntuplo al del medio empleado, incubándose a 37 °C, con agitación orbital continua a 200 rpm 
en aparatos New Brunswick Scientific modelo G25. Los cultivos sólidos se realizaban en cajas 
de Petri incubándose a 37 °C. 
II.1.3 Recogida de células. 
La recogida de células tanto de Synechocystis sp. PCC 6803 como de E. coli se realizó por 
centrifugación, bien en microcentrífuga Eppendorf (12.000 rpm, 2 min) a temperatura ambiente, 
bien en centrífuga refrigerada Sorvall modelo RC5-C (7.000 g, 10 min) según el volumen del 
cultivo. En los casos en los que se requería lavar los cultivos de Synechocystis sp. PCC 6803 
para cambiarles el medio de cultivo la recogida de las células se efectuaba a temperatura 
ambiente. 
 
II.2 Métodos de Biología Molecular. 
 
II.2.1 Manipulaciones enzimáticas del DNA. 
Las manipulaciones enzimáticas del DNA se llevaron a cabo según se describe en 
(Sambrook, et al., 1989) utilizando las enzimas suministradas por Amersham Biosciences, New 
England Biolabs, Promega o Roche de acuerdo a las recomendaciones de los fabricantes. La 
eliminación del RNA de las preparaciones de DNA plasmídico para su análisis mediante 
enzimas de restricción se llevo a cabo mediante tratamiento simultáneo con RNAsa A y las 
enzimas de restricción utilizadas para su análisis. 
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II.2.2 Purificación de plásmidos. 
Para el aislamiento de DNA plasmídico a pequeña escala se emplearon dos métodos 
alternativos: de lisis alcalina o de lisis por hervido. Estos  procedimientos se llevaron a cabo 
según se describe en (Sambrook, et al., 1989). Las preparaciones se sometían opcionalmente a 
extracciones con fenol:cloroformo 1:1 (vol/vol) y cloroformo para reducir el contenido proteico 
de las mismas. Cuando se deseaba eliminar el contenido de RNA se realizaba un tratamiento de 
30 min a 37 °C con RNAsa A de páncreas bovino (Sigma), a una concentración final de 20 
µg/ml, seguido de extracción con fenol:cloroformo 1:1 (vol/vol).  
Para el aislamiento de DNA plasmídico en experimentos de secuenciación se utilzó el kit 
GFX Micro Plasmid prep suministrado por Amersham Biosciences, siguiendo las instrucciones 
del fabricante. 
II.2.3 Electroforesis de DNA en geles de agarosa. 
Se llevó a cabo según Sambrook et al. (1989), utilizando geles de agarosa al 0,7-1,5% (p/vol) 
preparados en tampón TBE 0,5X (Tris borato 45 mM y EDTA 1 mM, pH 8,0) conteniendo 
bromuro de etidio 5 µg/ml. Las electroforesis se llevaron a cabo en aparatos Mini Sub-cell GT 
suministrados por Bio-Rad. A cada muestra se añadía 1/10 del volumen de tampón de carga 
[azul de bromofenol al 0,25% (p/vol), xileno-cianol FF al 0,25% (p/vol) y glicerol al 50% 
(vol/vol) en agua]. 
II.2.4 Purificación de bandas de geles de agarosa. 
Para la purificación de bandas desde geles de agarosa se utilizó el kit GFX PCR and Gel 
Band purification kit suministrado por Amersham Biosciences según las instrucciones del 
fabricante. 
II.2.5 Amplificación de fragmentos de DNA mediante reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR). 
Las reacciones de PCR se llevaban a cabo en un aparato Mastercycler 5330 de Eppendorf o 
en un T-personal de Biometra. Cada reacción de PCR se realizaba en un volumen de 50 µl que 
contenía 2,5 U de Biotaq polimerasa (Bioline), tampón Biotaq 1X (suministrado con la enzima), 
1,5 mM MgCl2, dNTPs a concentración final de 0,2 mM cada uno, 1,5 ng de DNA molde y 50 
pmol de cada oligonucleótido.  
Típicamente se realizaba un primer ciclo de desnaturalización a 95 °C durante 2 min, seguido 
de 30 ciclos de reacción y un ciclo final de polimerización a 72 °C durante 10 min. Cada ciclo 
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de reacción constaba de una etapa de desnaturalización a 95 °C (1 min), una etapa de 
renaturalización a 48-65 °C (1 min) y una etapa de polimerización a 72 °C (1 min por cada kb a 
amplificar). Los fragmentos de DNA así amplificados se sometían a electroforesis en geles de 
agarosa y se purificaban. 
Para las amplificaciones de secuencias de DNA que se sintetizaban para la construccion de 
los plásmidos utilizados en expresión de proteínas se utilizó el kit High Expand Fidelity PCR 
System suministrado por Roche siguiendo las instrucciones del fabricante.  
II.2.6 Extracción de DNA de cianobacterias 
El aislamiento de DNA total de cianobacterias se realizó según el método descrito por (Cai y 
Wolk, 1990) basado en la rotura de las células con perlas de vidrio. Las células procedentes de 
50 ml de cultivo en medio BG11c o resuspendidas desde una placa de petri en 1 ml de BG11c, 
se recogían por centrifugación (10 min, 6.000 g ) y se resuspendían en 400 µl de tampón T0,1E 
(Tris HCl 10 mM; EDTA 0,1 mM, pH 7,5). A la suspensión celular se le añadían 150 µl de 
perlas de vidrio estériles (0,25-0,30 mm de diámetro; Sigma), 20 µl de una solución de SDS al 
10% (p/vol) y 450 µl de una mezcla de fenol:cloroformo 1:1 (vol/vol). La suspensión se sometía 
a continuación a 10 ciclos sucesivos de 1 min de agitación vigorosa y 1 min de incubación en 
hielo. A continuación se centrifugaba la muestra (15 min, 12.000 g, 4 °C), y el sobrenadante se 
sometía a sucesivas extracciones con fenol:cloroformo 1:1 (vol/vol). El DNA se precipitaba en 
frío (-20 °C) con 2,5 volúmenes de etanol absoluto en presencia de acetato sódico a una 
concentración final de 0,3 M (pH 5,2), el precipitado se secaba al vacío y se resuspendía en 30 
µl de tampón T0,1E. Para la eliminación de RNA se trataban las muestras con 10 µg de RNAsa 
A de páncreas bovino (Sigma) durante 1h a 37 ºC. 
II.2.7 Extracción de RNA de cianobacterias 
El RNA total de células de Synechocystis sp. PCC 6803 se aisló del siguiente modo: muestras 
de 30 ml de cultivos en mitad de la fase exponencial de crecimiento (3-5 µg chl/ml) se recogían 
por centrifugación y las células se resuspendían en 370 µl de STET (NaCl 0,1 M, Triton X-100 
al 5% (vol/vol), EDTA 1 mM, Tris HCl 10 mM pH 8,0) a los que se añadieron 70 µl de arcilla 
Bentone MA Rheological additive (Rheox) al 3% (p/vol) en T0,1E, 370 µl de fenol:cloroformo 
1:1 (vol/vol) y 150 µl de perlas de vidrio de 0,45-0,6 mm de diámetro (Sigma) tratadas 
previamente con agua regia y horneadas. La mezcla se sometía a 10 ciclos de 1 min de agitación 
en vórtex y 1 min de incubación en hielo, tras lo cual se centrifugaban a 12.000 rpm durante 10 
min a 4 °C. Los sobrenadantes se desproteinizaban tratándolos tres veces con fenol:cloroformo 
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1:1 (vol/vol) y los ácidos nucleicos se precipitaban incubando durante 1 h a -20 °C con 1/5 de 
volumen de LiCl 10 M y 2,5 volúmenes de etanol. Una vez secos, los precipitados se 
resuspendían en 50 µl de tampón T0,1E conteniendo SO4Mg 10 mM y 10 U de DNAsa I libre de 
RNAsa de Roche, y se incubaban durante 45 min a 30 °C. Tras el tratamiento con DNAsa, las 
muestras se sometían nuevamente a extracción con fenol:cloroformo 1:1 (vol/vol) y a 
precipitación con acetato de sodio y etanol. Los precipitados de RNA se resuspendían en 20-30 
µl de H2O tratada con DEPC. 
II.2.8 Detección de DNA mediante hibridación DNA-DNA (Southern blot) 
La hibridación de DNA fijado a filtros de nylon con sondas marcadas radiactivamente se 
llevó a cabo de la siguiente forma: una vez realizada la electroforesis del DNA en gel de 
agarosa, éste se sumergía durante 15 min con agitación suave en una solución de HCl 0,25 N 
para despurinizar parcialmente el DNA; tras este tratamiento se lavaba con agua destilada y se 
incubaba durante una hora en una solución desnaturalizante de NaOH 0,5 N y de NaCl 1,5 M, 
manteniéndose en agitación suave. A continuación se procedía a la transferencia del DNA a 
filtros de nylon Zeta-Probe® suministrados por Bio-Rad, utilizándose un aparato de 
transferencia por vacío TransVacTE80 de Hoefer Scientific Instruments, y siguiendo las 
instrucciones del fabricante, terminada la cual se incubaba el filtro durante dos horas a 80 °C en 
un horno.  
Los filtros se prehibridaban durante al menos 30 min a 65 ºC con una solución compuesta por 
tampón fosfato sódico 0,5 M pH 7,2, EDTA 10 mM y SDS al 7% (p/vol). Transcurrido el 
tiempo de prehibridación se añadía la sonda de DNA marcado radiactivamente y se llevaba a 
cabo la hibridación durante 12 h a la misma temperatura. 
Los filtros una vez hibridados, se lavaban con agitación moderada durante 30 min a 
temperatura ambiente y otros 30 min a 65 °C con una solución compuesta por: tampón fosfato 
sódico 40 mM pH 7,2 y SDS al 1% (p/vol). Tras los lavados, los filtros se exponían y analizaban 
en un aparato Cyclone Storage Phosphor System (Packard), posteriormente los filtros se 
sometían a autorradiografía a -80 °C. La autorradiografía se realizaba con películas 
HyperFilm™ MP (Amersham Biosciences), en carcasas de exposición Hypercassette™ 
(Amersham Biosciences). Una vez transcurrido el tiempo de exposición, se revelaba la película 
empleando reactivos reveladores y fijadores suministrados por Valca (España), según las 
instrucciones del fabricante. 
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II.2.9 Detección de RNAm mediante hibridación RNA-DNA (Northern blot) 
Para los ensayos de Northern blot se utilizaron 15 µg de RNA total que se separaban en geles 
de agarosa desnaturalizantes al 1 % (p/vol) en tampón MOPS 1X (MOPS 20 mM, acetato de 
sodio 5 mM, EDTA 0,5 mM) y formaldehído 1,9 % (vol/vol). Tras la electroforesis los geles se 
lavaban 3 veces durante 15 min en H2O tratada con DEPC y 2 veces durante 20 min con 
SSPE10X (1,5 M NaCl, 0,1 M NaH2PO4, 10 mM EDTA). Los geles se transferían a membranas 
Hybon N+ (Amersham Biosciences), utilizándose un aparato de transferencia por vacío 
TransVacTE80 de Hoefer Scientific Instruments, siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
prehibridación, hibridación y lavados se realizaron como en el apartado anterior. Como control 
de carga todos los filtros se hibridaron con una sonda del  fragmento HindIII-BamHI de 580 pb 
del plásmido pAV1100 que codifica para el componente de RNA de la enzima RNAsa P de 
Synechocystis sp. PCC 6803 que se expresa constitutivamente.  
Tras los lavados, los filtros se exponían y analizaban en un aparato Cyclone Storage 
Phosphor System (Packard) donde las áreas radiactivas eran cuantificadas, posteriormente los 
filtros se sometían a autorradiografía a -80 °C. La autorradiografía se realizaba con películas 
HyperFilm™ MP (Amersham Biosciences), en carcasas de exposición Hypercassette™ 
(Amersham Biosciences). Una vez transcurrido el tiempo de exposición, se revelaba la película 
empleando reactivos reveladores y fijadores suministrados por Valca (España), según las 
instrucciones del fabricante. 
 
Las sondas utilizadas en los experimentos de Northern blot se detallan en la Tabla 3. 
 
Tabla 3. Sondas utilizadas en los experimentos de Northern blot de este trabajo. 
Sonda Síntesis 
arsB mediante PCR con los oligonucleótidos ARSB2-ARSB3; fragmento de 1290 pb 
arsC mediante PCR con los oligonucleótidos ARSC1-ARSC2; fragmento de 575 pb 
arsH fragmento EcoRI-EcoRI de 275 pb del plásmido pARSHHis 
arsHC mediante PCR con los oligonucleótidos ARSH1-ARSC2; fragmento de 1246 pb 
arsI mediante PCR con los oligonucleótidos ARSI3-ARSI4; fragmento de 456 pb 
corR mediante PCR con los oligonucleótidos COR1-COR2; fragmento de 840 pb 
corT mediante PCR con los oligonucleótidos MR1-MR2; fragmento de 1291 pb 
nblA mediante PCR con los oligonucleótidos NBLA1-NBLA2; fragmento de 361 pb 
nrsA mediante PCR con los oligonucleótidos NIT1-NIT2; fragmento de 1291 pb 
nrsB mediante PCR con los oligonucleótidos NIA3-NIA4: fragmento de 695 pb 
Materiales y métodos____               _ _________        ____        __        _      ____              _        _______ 
 51 
nrsD mediante PCR con los oligonucleótidos NRP1-NRP2; fragmento de 1351 pb 
nrsRS mediante PCR con los oligonucleótidos NIW1-NIW2; fragmento de 1280 pb 
psbA mediante PCR con los oligonucleótidos PSBA1-PSBA2; fragmento de 1085 pb 
rnpB fragmento HindIII-BamHI de 580 pb del plásmido pAV1100 
 
II.2.10 Marcaje terminal de oligonucleótidos. 
El marcaje radiactivo de los oligonucleótidos usados en los experimentos de extensión del 
cebador se realizó utilizando la polinucleótido quinasa del fago T4, con la siguiente mezcla de 
reacción: 50 pmoles de oligonucleótido, 5 µl de [γ-32P]dATP (10 µCi/µl), 2 µl de tampón 10x de 
polinucleótido quinasa (Tris HCl 0,5 M pH 7,6, MgCl2 0,1 M, DTT 50 mM, espermidina 1 mM, 
EDTA 1 mM pH 8,0) (suministrado con la enzima), 11 µl de H2O y 1 µl de T4 polinucleótido 
quinasa (9 U/µl) (USB). Tras incubar 1 h a 37 °C, el exceso de nucleótidos no incorporados se 
eliminaba mediante filtración de las muestras a través de columnas de Sephadex G-25. El eluato 
de las columnas se llevaba hasta un volumen de 100 µl con H2O, se sometía a extracción con 
fenol:cloroformo (1:1, vol/vol), se precipitaba con 1/10 de acetato sódico 3M y 2,5 volúmenes 
de etanol y se centrifugaba, secándose a continuación durante algunos minutos. Tras 
resuspender en 20-30 µl de H2O tratada con DEPC se cuantificaba la radiactividad incorporada 
utilizando un contador de centelleo líquido (Beckman modelo 2800). 
II.2.11 Determinación del primer nucleótido de un RNAm (experimentos de 
extensión de cebador). 
Para esto se utilizaron oligonucleótidos marcados terminalmente con la enzima T4 
polinucleótido quinasa y [γ-32P]ATP (3,000 Ci/mmol) según se describe en el apartado anterior. 
En la reacción de renaturalización (RNA/oligonucleótido) se utilizó una mezcla que contenía, en 
un volumen final de 15 µl: 10 mM Tris HCl pH 8,0, 0,15 M KCl, 1 mM EDTA, 20 µg de RNA 
total y aproximadamente 2 pmoles de oligonucleótido. La mezcla se calentó 2 min a 90 ºC y se 
dejó enfriar lentamente hasta 50ºC. 5 µl de esta mezcla se utilizaron para la reacción de 
extensión en un volumen final de 10 µl conteniendo: 10 mM DTT, 0,5 mM de cada dNTP, 2 µg 
Actinomicina D, 50 mM Tris HCl pH 8,3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2 y 100 U de Superscript™ 
II RNase H-Reverse Transcriptase (Invitrogen) que se incubaba a 45ºC durante 1 h. Para parar la 
reacción se añadían 4 µl de tampón de carga con formamida (azul de bromofenol al 0,25% 
(p/vol), xileno-cianol FF al 0,25% (p/vol) y formamida 80% (vol/vol). La mitad de la reacción 
se cargaba en un gel de secuencia de poliacrilamida junto con reacciones de secuenciación 
hechas con el mismo oligonucleótido según el método de Sanger. 
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II.2.12 Secuenciación de DNA. 
Las reacciones de secuenciación para cargar como patrones en las reacciones de extensión de 
cebador se llevaba a cabo siguiendo el método descrito por (Sanger, et al., 1977) que se basa en 
el uso de didesoxirribonucleótidos de adenina, guanina, citosina y timina para producir paradas 
aleatorias durante la reacción de polimerización a partir del cebador. El nucleótido empleado 
para marcar radiactivamente las cadenas sintetizadas en dichas reacciones fue [α-35S]dATP 
(1.212 mCi/µmol) suministrado por New England Nuclear. Las reacciones de secuenciación se 
llevaron a cabo con el conjunto de reactivos denominados Sequenase versión 2.0, suministrado 
por United States Biochemical (USB). Se siguieron las instrucciones del fabricante excepto en la 
eliminación del hidróxido sódico utilizado para la desnaturalización del DNA molde, que se 
realizó por filtración a través de columnas de Sephadex G-50 previamente equilibradas en 
tampón T0,1E. 
Los productos de las reacciones de secuenciación se separaron en geles de poliacrilamida al 
6% (p/vol) (acrilamida:bisacrilamida, 29:1) conteniendo 4,68 M de urea en tampón TBE 1X 
(Tris borato 90 mM y EDTA 2 mM, pH 8,0). Se empleó un aparato de electroforesis modelo SE 
1500, suministrado por Hoefer Scientific Instruments, siguiendo las instrucciones del fabricante, 
y la electroforesis se desarrolló entre 50 y 60 °C de temperatura, a una intensidad constante de 
50 mA.  
Terminada la electroforesis, los geles se transferían a papel Whatman 3 MM y se secaban 
utilizando un secador de geles Drygel Sr. modelo SE1160 de Hoefer Scientific Instruments. Los 
geles se analizaban en un aparato Cyclone Storage Phosphor System (Packard) y posteriormente 
se sometían a autorradiografía a -80 °C. La autorradiografía se realizaba con películas 
HyperFilm™ MP (Amersham Biosciences), en carcasas de exposición Hypercassette™ 
(Amersham Biosciences). Una vez transcurrido el tiempo de exposición, se revelaba la película 
empleando reactivos reveladores y fijadores suministrados por Valca (España), según las 
instrucciones del fabricante. 
II.2.13 Marcaje radiactivo de moléculas de DNA. 
Los fragmentos de DNA a utilizar como sondas en los experimentos de Southern blot y 
Northern blot se marcaron con el método de extensión de cebadores de secuencia aleatoria 
utilizando el kit Ready To Go, suministrado por Amersham Biosciences. Aproximadamente 100 
ng de DNA desnaturalizado se marcaban radiactivamente, utilizando 20-30 µCi de 5'[α-
32P]dCTP (3.000 mCi/mmol) suministrado por New England Nuclear, en un volumen de 50 µl. 
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El exceso de nucleótidos no incorporados se eliminaba mediante filtración de las muestras a 
través de columnas de Sephacryl S-200 (Amersham Biosciences). 
Los fragmentos de DNA utilizados para los ensayos de retardo en gel o de protección frente a 
DNAsa I se amplificaron mediante PCR con oligonucleótidos que incluían una diana para una 
enzima de restricción rellenable con Klenow y en las que se incorporase una C. Las moléculas 
de DNA resultantes se digirieron con la enzima de restricción apropiada y se marcaron 
radiactivamente utilizando la enzima Klenow y 5´[α-32P]dCTP (3.000 mCi/mmol) de la 
siguiente forma: 500 ng del DNA digerido con la enzima de restricción se incubaban en 1X de 
DNA polymerase buffer (Promega), BSA 0,01% (p/vol) en presencia de 10 µCi de [α-32P]dCTP 
y 0,2 mM del resto de los dNTPs durante 1h; tras este tiempo se eliminaban los nucleótidos no 
incorporados mediante filtración en una columna de Sephadex G-50. 
II.2.14 Ensayos de retardo en gel de fragmentos de DNA. 
Las sondas se sintetizaron mediante PCR, utilizando los oligonucleótidos NIP1-NIP2 para los 
retardos con NrsR o NrsR∆N y ARSB7-ARSB8 para ArsR. Estos se digirieron con la enzima de 
restricción adecuada en cada caso y se marcaron radiactivamente como se describe en una 
sección anterior. Las reacciones de unión se llevaron a cabo en un volumen final de 25 µl que 
contenía: 4 ng de DNA marcado, 5 µg de DNA de salmón, 50 mM Tris HCl pH 8,0, 100 mM 
KCl, 5 mM DTT y 10 % (vol/vol) glicerol y distintas cantidades de las proteínas. Las reacciones 
se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min y se cargaron en un gel de acrilamida al 6%  
(p/vol; acrilamida:bisacrilamida, 29,73:0,27) no desnaturalizante en TBE 0,25X (Tris borato 
22,5 mM y EDTA 0,5 mM pH 8,0) para los experimentos llevados a cabo con ArsR o en 
tampón fosfato 40 mM pH 6,0 para los experimentos llevados a cabo con NrsR∆N o NrsR. El 
gel se migró a 4 ºC y voltaje constante (180 V) durante 2 h tras lo cual los geles se transfirieron 
a un papel de cromatografía Whatman 3MM, se secaron y autorradiografiaron. La 
autorradiografía se realizaba con películas HyperFilm™ MP (Amersham Biosciences), en 
carcasas de exposición Hypercassette™ (Amersham Biosciences). 
II.2.15 Ensayos de protección frente a digestión por DNAsa I. 
Para esto se utilizaron fragmentos de DNA sintetizados mediante PCR utilizando los 
oligonucleótidos ARSB9 y ARSB10, que introducen dianas NarI y NcoI respectivamente, desde 
el cósmido cs0205. Los fragmentos resultantes se digirieron con NcoI para marcar la cadena 
codificante y con NarI para marcar la cadena no codificante y se marcaron radiactivamente 
como se describe en una sección II.2:13. Las reacciones de unión al DNA de llevaron a cabo 
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como en los ensayos de retardo en gel pero omitiendo el glicerol. Los complejos proteínas-DNA 
se incubaron durante 1 min con 1 U de DNAsa I (Roche) en presencia de 1 mM de Cl2Mg. La 
reacción se paro añadiendo 90 µl de solución de parada de DNAsa (0.4 M acetato de sodio, 
0,8% (p/vol) SDS, 12.5 mM EDTA, 1 mg/ml DNA de salmón). El DNA se purificó mediante 
una extracción con fenol:cloroformo 1:1 (vol/vol), se precipitó con etanol 96% (vol/vol) frío, se 
lavó con etanol al 70% (vol/vol) y se resuspendió en tampón de carga con formamida. Los 
reacciones se cargaron en un gel de secuenciación junto a reacciones de secuencia de G+A por 
el método de Maxam y Gilbert según se describe en (Sambrook, et al., 1989).  
II.2.16 Transformación de E. coli. 
Las celulas competentes de las distintas estirpes de E. coli fueron suministradas por el 
servicio de cultivos biológicos del Instituto de Bioquímica Vegetal y Fotosíntesis. 
Para transformar las células competentes, el DNA transformante (en un volumen máximo de 
20 µl) se mezclaba suavemente con una alícuota de células competentes (100 µl) descongelada 
en hielo. Tras incubar 30 min en hielo, la mezcla se sometía a choque térmico de 1min a 42 °C y 
2 min a 4 ºC, se le añadían 0,9 ml de medio LB y se incubaba durante una hora a 37 °C. A 
continuación las células se sembraban en medio LB sólido con el antibiótico adecuado para la 
selección de transformantes o se utilizaban para inocular un cultivo liquido. 
Para transformar células mediante electroporación se anadía 1-2 µg de DNA, en un volumen 
final máximo de 5 µl, en H2O mQ y se mezclaban con las células durante 5 minutos en hielo. 
Tras este tiempo se pasaban a una cuveta Gene Pulser suministrada por Bio-Rad con 2 mm de 
separacion entre los electrodos y se sometian las células a un pulso de campo eléctrico de 2500 
V en una aparato Equibio Easyjet Optima. Inmediatamente se le añadía 1 ml de medio LB y se 
incubaba durante una hora a 37 °C. A continuación las células se sembraban en medio LB sólido 
con el antibiótico adecuado para la selección de transformantes o se utilizaban para inocular un 
cultivo líquido. 
 
Cuando se utilizaban plásmidos y estirpes de E. coli que permitían identificar clones 
portadores de moléculas recombinantes gracias a la inactivación por inserción del gen lacZ, el 
medio se suplementaba con IPTG 0,2 mM y 40 µg/ml de X-gal. Las colonias con plásmidos 
recombinantes mostraban color blanco, frente al color azul de las que no lo portaban. 
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II.2.17 Expresión de proteínas en E. coli. 
La expresión de las distintas proteínas utilizadas en este trabajo se detallan en la Tabla 4. Se 
han utilizado 3 sistemas de expresión heteróloga en E. coli: los basados en el promotor del fago 
T7, los basados en el promotor tac y los basados en el promotor del fago T5. Los sistemas 
basados en el promotor del fago T7 (los plásmidos de la serie pET suministrados por Novagen) 
se basa en la clonación del gen que codifica la proteína a expresar bajo el control del promotor 
del fago T7. Para ello, se usaron células de E. coli BL21 (DE3) que porta en el cromosoma el 
gen que codifica la RNA polimerasa del fago T7, bajo el control del promotor lacUV5, dicha 
construcción es inducible por IPTG. Las células se cultivaban a 37 ºC en medio LB, con el 
antibiótico apropiado, hasta una DO580 de 0,5 y a continuación se inducía la expresión del gen 
por adición de IPTG 1 mM y se mantenía durante 2-4 h más a 30ºC, antes de recoger las células. 
Los sistemas basados en el promotor tac (plásmidos de la serie pGEX suministrados por 
Amersham Biosciences y pMAL-c2x suministrado por New England Biolabs) se basan en la 
utilización de este promotor que contiene cajas –10 y –35 consenso y retiene los sitios de unión 
para el represor LacI. En los plásmidos se incluye también una versión de expresión constitutiva 
del gen lacI por lo que la expresion en ausencia de IPTG esta reprimida; la adición de IPTG 
libera a LacI del DNA y permite la expresión del gen. Los basados en el promotor del fago T5 
(serie pQE suministrados por Quigen) utilizan un sistema parecido en el que el promotor del 
fago se ha fusionado a una región que contiene 3 sitios de unión de LacI. En ausencia de IPTG 
esta proteína se encuentra unida al DNA impidiendo la transcripción del gen; la adición de IPTG 
provoca que el gen se pueda transcribir. En todos los casos la adicion de glucosa al medio 
incrementa los niveles de la proteína LacI haciendo que la expresión basal sea menor. Para la 
utilización de estos dos últimos sistemas se utilizaron las estirpes que se detallan en la tabla 4 y 
en todos los casos se cultivaron las células hasta la mitad de la fase exponencial (DO580nm 0,4-
0,6) y se les añadió 1 mM de IPTG y se incubaron a 30ºC durante 2-4 h más, tras lo cual se 
recogieron por centrifugación a Tª ambiente. 
II.2.18 Transformación de células de Synechocystis sp. PCC 6803. 
Synechocystis sp. PCC 6803 posee un sistema natural por el cual es capaz de introducir al 
interior celular moléculas de DNA que se encuentran en el medio de cultivo. Una vez dentro, si 
estas moléculas de DNA presentan homología con alguna secuencia del genoma, es capaz de 
integrarlas mediante recombinación. En esta propiedad se basa el sistema de mutación de genes 
y de introducción de fragmentos de DNA exógeno en Synechocystis sp. PCC 6803. Si un 
fragmento de DNA (DNA exógeno o casete de resistencia a antibiótico) se encuentra flanqueado 
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por secuencias homólogas a secuencias del genoma, se establece un proceso de recombinación 
poco caracterizado por el cual dicho fragmento de DNA es incorporado en al menos una copia 
cromosómica. 
El método de transformación de Synechocystis sp. PCC 6803 se basa en el descrito por 
(Chauvat, et al., 1986). Las células se cultivaban hasta una DO580nm de 1. Un volumen de 50 ml 
de cultivo se recogía por centrifugación y las células se lavaban 2 veces con medio fresco para 
eliminar posibles nucleasas extracelulares. Tras los lavados las células se resuspendían en 1 ml 
de medio fresco que se distribuía en alícuotas de 200 µl, en tubos de poliestireno-cristal de 10 
ml suministrados por Soria Greiner S.A., y se les añadía el DNA. Cada transformación se 
realizaba típicamente con 2 µg de DNA resuspendido en T0,1E. La mezcla de células y DNA se 
incubaba durante 1,5 h en condiciones normales de iluminación y se sembraba en cajas frescas 
de medio BG11c, sin antibióticos, sobre filtros Nucleopore 85 MM (Whatman). Tras un período 
de 20 h en condiciones de cultivo, para permitir la expresión de la resistencia conferida por el 
DNA exógeno, los filtros se pasaban a cajas conteniendo el antibiótico pertinente, usándose una 
concentración de cloramfenicol 20 µg/ml, kanamicina 50 µg/ml y 2.5 µg/ml de espectinomicina 
y estreptomicina. Las colonias transformantes aparecían a los 7-9 días. En rondas posteriores de 
réplicas para forzar la segregación de las copias cromosómicas mutantes se aumentaba la 
concentración de cloramfenicol secuencialmente a 40 y 60 µg/ml, la de kanamicina a 200 y 500 
µg/ml y la de espectinomicina de 2,5 a 10 y 20 µg/ml. 
 
II.3 Métodos Bioquímicos. 
 
Las proteínas purificadas en este trabajo de detallan en la tabla 4. Se incluyen también el 
sistema de expresión, el método empleado para su purificación y sus caracteristicas más 
relevantes.  
Tras las purificaciones mediante cromatografia de afinidad por los distintos metales se 
eliminaba el imidazol utilizado para eluir la proteína mediante filtracion en gel  (ArsH, ArsI, 
GrxA, GrxB y GrxC) o diálisis (ArsC). 
 
Tabla 4. Proteínas purificadas en este trabajo. 
Proteína Plásmido 
Sistema de 
expresión 
Estirpe 
Características especiales 
de la proteína 
Método de 
purificación 
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recombinante 
NrsR pTCP3 
promotor 
del fago 
T7 
BL21 
(DE3) 
contiene una secuencia de 6 
histidinas en el extremo 
amino y un sitio de corte de 
trombina 
Afinidad por 
Ni2+ 
NrsR∆N pTCP2 
promotor 
del fago 
T7 
BL21 
(DE3) 
contiene una secuencia de 6 
histidinas en el extremo 
amino y un sitio de corte de 
trombina 
Afinidad por 
Ni2+ 
ArsR pARSR4 tac 
BL21 
(DE3) 
la proteína se fusiona al 
dominio de unión a maltosa 
de MalE; contiene un sitio 
de corte de la proteasa factor 
Xa. 
Afinidad por 
maltosa 
GST-NrsD-
Nt 
pGEX-C-
NrsD 
tac DH5α 
la proteína se fusiona la GST 
en su extremo amino. 
Afinidad por 
glutatión 
ArsH pARSHHIS 
promotor 
del fago 
T7 
BL21 
(DE3) 
contiene una secuencia de 6 
histidinas en el extremo 
amino y un sitio de corte de 
trombina 
Intercambio 
aniónico 
(DEAE) y 
afinidad por 
Ni2+ 
ArsC pARSC5 
promotor 
del fago 
T7 
BL21 
(DE3) 
contiene una cola de 6 
histidinas en el extremo 
carboxilo 
Afinidad por 
Ni2+ 
ArsI pARSI3 
promotor 
del fago 
T7 
BL21 
(DE3) 
contiene una secuencia de 6 
histidinas en el extremo 
carboxilo 
Afinidad por 
Co2+ 
GrxA pGRXA4 
promotor 
del fago 
T5 
DH5α 
contiene una secuencia de 6 
histidinas en el extremo 
amino 
Afinidad por 
Co2+ 
GrxB pGRXB4 
promotor 
del fago 
T5 
XL1-
Blue 
contiene una secuencia de 6 
histidinas en el extremo 
amino 
Afinidad por 
Co2+ 
GrxC pGRXC4 
promotor 
del fago 
T5 
DH5α 
contiene una secuencia de 6 
histidinas en el extremo 
amino 
Afinidad por 
Co2+ 
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II.3.1 Métodos de roturas de células. 
Para obtener extractos celulares se utilizó un tratamiento con ultrasonidos. Una vez recogidas 
las células por centrifugación, se resuspendían en el tampón correspondiente a cada caso, a 
razón de 5 ml/g células y se suplementaba con PMSF a una concentración final de 1 mM (a 
partir de una solución 100 mM en isopropanol). Las suspensiones, mantenidas en hielo, se 
sometían a un tratamiento con ultrasonidos durante 3 min, en ciclos de 30 s, alternados con 
ciclos de 1 min en los que se cesaba el tratamiento, con objeto de evitar un calentamiento 
excesivo de la muestra. La frecuencia de los ultrasonidos, producidos por un sonicador Branson 
modelo B12, fue de 20 KHz y su potencia de 40 W. Una vez concluido el tratamiento de rotura, 
la suspensión celular se sometió a centrifugación durante 15 min a 30.000 g y 4 °C . El 
sobrenadante obtenido constituía el extracto crudo libre de células. 
II.3.2 Cromatografía de intercambio iónico en DEAE-celulosa. 
Se empleó DEAE-celulosa microgranular (Sigma) equilibrada inicialmente con tampón 
concentrado HEPES NaOH 0,5 M (pH 7,5) y reequilibrada posteriormente en la columna con 50 
mM HEPES pH 8, 25 mM NaCl. Las columnas típicamente utilizadas eran de vidrio 
conteniendo un lecho de 2 cm de diámetro y empaquetadas hasta 15 cm de altura. Los gases 
disueltos en las suspensiones de DEAE-celulosa se eliminaban por succión  mediante vacío 
antes de montar las columnas. El flujo de aplicación de las muestras y el de los solventes de 
lavado y elución se regulaba por medio de una bomba peristáltica Pharmacia Biotech modelo P-
1 a un flujo de 1 ml/min aproximadamente. Las fracciones del eluato se recogían 
automáticamente con un colector Pharmacia Biotech modelo Frac-100. 
II.3.3 Purificación de proteínas mediante cromatografía de afinidad por 
glutatión. 
La cromatografía en glutatión sefarosa 4B (Glutathione Sepharose 4B, Amersham 
Biosciences) se llevaba a cabo en una columna de plástico modelo Econo-Column Standard de 
0,5 cm de diámetro (Bio-Rad) empaquetada hasta 1 cm de altura y equilibrada en tampón PBS 
(NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM pH 7,2). Las células se 
rompían en tampón PBS que contenía PMSF 1 mM. Una vez aplicada la muestra y tras lavar la 
columna con 10 volúmenes de  tampón PBS, la elución se llevaba a cabo con 5 volúmenes de 
tampón de elución (Tris HCl 50 mM pH 8,0, glutatión 10 mM). 
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II.3.4 Purificación de proteínas mediante cromatografía de afinidad por metales. 
La cromatografía en resina con afinidad por metales se llevo a cabo utilizando la matriz His-
Bind® Resin, (Novagen) cargada con Ni2+ (afinidad por Ni2+) o utilizando la matriz Talon® (BD 
Biosciences) (afinidad por Co2+) en una columna de plástico modelo Econo-Column Standard de 
0,5 cm de diámetro (Bio-Rad) empaquetada hasta 1 cm de altura. La matriz, se equilibraba con 
50 mM Tris HCl pH 8 (o HEPES NaOH pH 8 en el caso de ArsH) 0,5 M NaCl. Una vez 
aplicada la muestra y tras lavar la columna con 50 volúmenes de tampón, se lavaba con 10 
volúmenes del mismo tampón pero suplementado con 20 mM de imidazol. La elución se llevaba 
a cabo con 5 ml de 50 mM Tris HCl pH 8 o 50 mM Hepes NaOH pH 8 suplementados con 0,5 
M imidazol. La matriz se regeneraba lavándola con 3 volúmenes de una solución Tris HCl 20 
mM (pH 7,9) NaCl 0,5 M y EDTA 100 mM. 
II.3.5 Purificación de proteínas mediante cromatografía de afinidad por maltosa. 
Las células se resuspendieron en 50 mM Tris HCl pH 8,0, 100 mM KCl, (tampón A) 
suplementado con 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA y 1 mM ácido ε-aminocaproico. El 
extracto crudo se diluyó 5 veces y se añadió 1 ml de matriz de amilosa (New England Biolabs) 
por cada 40 ml de extracto diluido y se incubó con agitación suave 1 h a 4 ºC. La matriz se 
transfirió a una columna de plástico de Bio-Rad modelo Econo-Column Standard de 0,5 cm de 
diámetro y se lavó con tampón A hasta que no se detectaban proteínas en la fracción no unida. 
En ese momento se eluyó la proteína con tampón A suplementado con 10 mM de maltosa y 10 
% (vol/vol) de glicerol. 
II.3.6 Digestión de la proteína MalE-ArsR con factor Xa. 
La proteína MalEarsR se digirió con la proteasa específica, factor Xa, para separar los 
dominios MalE y ArsR siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, 
aproximadamente 400 µg de MalEarsR se incubaron en tampón A que contenía 2 mM Cl2Ca y 5 
µl de factor Xa (1 mg/ml, New England Biolabs) en un volumen final de 500 µl durante 12 h a 
25 ºC. Tras este tratamiento se obtenían dos polipéptidos que correspondían a el dominio de 
unión a la maltosa de MalE (42 kDa) y una versión recombinante de ArsR (12,5 kDa) en el que 
los dos primeros aminoácidos (MK) se han cambiado a ISEF. 
II.3.7 Diálisis. 
La diálisis de las soluciones de proteínas se realizaban en dos pasos, el primero de 3-4 h y el 
segundo de una noche de duración. En ambos casos la muestra se dializaba frente a 100 
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volúmenes de tampón. Se utilizaron membranas de celulosa con un corte de peso molecular de 
12 kDa suministradas por Sigma. 
II.3.8 Filtración en gel. 
La filtración en gel de muestras para eliminar las sales de soluciones conteniendo proteínas se 
realizaron en columnas HiTrap Desalting de 5 ml (Amersham Biosciences) conectadas a un 
sistema de purificación de proteínas AkTA FPLC. El volumen máximo de  inyección fue de 2 
ml y el flujo  fue de 1 ml/minuto. 
II.3.9 Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida y tinción de geles. 
Las separaciones analíticas de proteínas en condiciones desnaturalizantes mediante 
electroforesis en placa se realizaron en geles de poliacrilamida basados en el sistema de 
(Laemmli, 1970) tal y como se describe en (Sambrook, et al., 1989), utilizando aparatos 
Miniprotean II o III de Bio-Rad. 
El gel de separación, el de concentración y el tampón de electrodo contenían SDS (dodecil 
sulfato sódico) al 0,1 % (p/vol). La concentración de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 
29:1) en los geles de separación variaba entre el 10 y el 15% (p/vol) dependiendo de la masa 
molecular de la proteína a analizar. Las muestras se mezclaron con un volumen igual de tampón 
de carga, que contenía: tampón Tris HCl 0,125 M pH 6,8, glicerol al 20 % (vol/vol), SDS al 4 % 
(p/vol), 2-mercaptoetanol al 10 % (vol/vol) y azul de bromofenol al 0,0025% (p/vol), todo ello 
en agua destilada. La desnaturalización de las muestras se llevó a cabo calentando a 100 °C 
durante 3 min y la electroforesis se desarrolló a temperatura ambiente. 
Se utilizaron como patrones de masas los suministrados por Bio-Rad en su marca comercial 
Molecular Weight Low Range®, que presenta las siguientes proteínas: fosforilasa B de músculo 
de conejo (97,4 kDa), seroalbúmina bovina (66,2 kDa), ovoalbúmina de gallina (45,0 kDa), 
anhidrasa carbónica bovina (31,0 kDa), inhibidor de tripsinógeno de semilla de soja (21,5 kDa) 
y lisozima de huevo de gallina (14,4 kDa). 
Una vez realizada la electroforesis, las proteínas se visualizaban sumergiendo los geles en 
una solución de azul de Coomassie R-250 (Sigma) 0,1 % (p/vol), ácido acético al 10 % (vol/vol) 
y metanol al 40 % (vol/vol) en agua. Tras 15 min de tinción a temperatura ambiente, los geles se 
lavaron varias veces con una solución de metanol al 40 % (vol/vol) y ácido acético al 10 % 
(vol/vol), en agua. Una vez concluido este tratamiento, las proteínas aparecían como bandas de 
color azul. Los geles se conservaban en ácido acético al 10 % (vol/vol) en agua o se secaban 
utilizando un secador de geles Drygel modelo SE1160 de Hoefer Scientific Instruments. 
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II.3.10 Determinación de flavinas mediante HPLC. 
La flavina asociada a ArsH se identificó mediante cromatografía liquida de alta presión por 
comparación con patrones de FAD y FMN según el método descrito por (Light, et al., 1980). 
Para extraer la flavina de ArsH muestras de 20 µl de proteína se incubaron a 100ºC en tubos 
eppendorf durante 10 min tras lo cual se enfriaron a 4º C y se centrifugaron a 12.000 g durante 
15 min. El sobrenadante conteniendo la flavina liberada se analizó mediante HPLC. La 
separación de las flavinas se realizó utilizando el método de elución isocrático. Para ello se 
empleo un cromatógrafo Waters LC Module I.  Para la determinación de flavinas se utilizó una 
columna de octadecilsilano NovaPack C18 de 15 cm de largo y 3,9 mm de diámetro interno. El 
solvente empleado fue tampón acetato amónico 5 mM pH 6,0, metanol 20% (vol/vol) con un 
flujo constante de 1 ml/min. Las flavinas se identificaron por comparación con patrones 
externos de FMN y FAD tratados de la misma forma que la proteína. 
II.3.11 Ensayos de actividad arseniato reductasa. 
Para medir la actividad arseniato reductasa se utiliza el método descrito en (Li, et al., 2003) 
basado en la medir el consumo de NADPH por la glutatión reductasa espectrofotométricamente 
a 340 nm. La glutatión reductasa reduce el glutatión oxidado que se produce en la reacción 
pudiéndose así seguir la reacción espectrofotométricamente. El ensayo se realizaba en tampón 
Tris HCl pH 7,5 100 mM, 50 mM Na2 HAsO4, 10 mM GSH, 1 U glutatión reductasa de 
levadura (Sigma), 25 µg de ArsC o ArsI y 1 µM de glutarredoxina. 
 
Figura 5. Esquema del ensayo acoplado de la actividad arseniato reductasa. 
GR glutatión reductasa; GSH glutatión; Grx glutarredoxina. 
II.3.12 Ensayos de actividad quinona reductasa. 
La determinación de la actividad quinona reductasa se llevó a cabo midiendo bien el 
consumo de NAD(P)H espectrofotométricamente a 340 nm o mediante la reducción de 2,6-
dicloroindofenol (DCPIP) a 600 nm. Los ensayos se realizaban a 30 ºC en 100 mM HEPES 
NaOH pH 8, 0,1 mM de la quinona, 80 µM del piridin nucleótido reducido y 0,45 µg de ArsH. 
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II.4 Métodos Bioinformáticos. 
 
II.4.1 Tratamiento de secuencias de DNA 
Para la búsqueda de fases abiertas de lectura, la localización de sitios de restricción, la 
traducción de secuencias nucleotídicas a proteínas, la determinación de la composición de 
aminoácidos y la distribución de codones empleados en una fase abierta de lectura, se utilizaba 
el programa DNA-Strider en su versión 1.3, diseñado por Christian Mark (Service de Biochimie, 
Centre d'Etudes Nucléaires de Saclay, Francia). La búsqueda de similitud de una secuencia con 
las contenidas en los bancos de datos se realizaba utilizando la aplicación BLAST, (Altschul et 
al., 1990) a través de la dirección de internet http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.  
El acceso al genoma completo de Synechocystis 6803 (Kaneko, et al., 1996) se realizó a 
través de la dirección de internet http://www.kazusa.or.jp/cyano/cyano.html. 
II.4.2 Alineamientos de secuencias de proteínas. 
Para los alineamientos de secuencias de proteínas se utilizó el programa CLUSTAL X 
desarrollado por (Thompson, et al., 1997). Los árboles generados por el programa fueron 
visualizados con el programa Treeview (desarrollado por Rod Page; Division of Environmental 
and Evolutionary Biology, University of Glasgow, Scotland). 
II.4.3 Predicción de los segmentos transmembrana. 
La predicción de los segmentos transmembrana de la proteínas se realizó en las paginas de 
internet: 
http://cubic.bioc.columbia.edu/predictprotein/submit_def.html 
http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html 
 
II.5 Plásmidos y oligonucleótidos. 
 
Los plásmidos utilizados en este trabajo y sus características más relevantes se detallan en la 
tabla 5. Los plásmidos no construidos en este trabajo se detallan en la tabla 6. 
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Tabla 5. Plásmidos construidos en este trabajo. 
Plásmido Descripción Resistencia 
pNIQ1- 
Banda de PCR con los oligonucleótidos NRP1-2 de 1351 pb del gen slr0796 
(nrsD) que comprende desde el ATG, introduciendo una diana NdeI, hasta el 
STOP, clonada en pGEMT en orientación contraria a lacZ.  
Ap 
pNIQ2+/- 
pNIQ1-::C.K1 en BstEII + Klenow; el casete de resistencia en el mismo 
sentido (+) o en sentido opuesto (-) al gen nrsD. 
Ap Km 
pNIQ3- 
Banda de PCR con los oligonucleótidos MR1 y MR2 de 1291 pb con los 
oligonucleótidos MR1 y MR2 del gen sll0796 (corR) clonada en pGEMT en 
sentido opuesto a lacZ.  
Ap 
pNIQ4+/- 
pNIQ3::C.K1 en HindIII; el casete de resistencia en el mismo sentido (+) o en 
sentido opuesto (-) al gen corR. 
Ap Km 
pNIQ5- 
Banda de PCR con los oligonucleótidos NIA1-NIW3 del promotor nrs clonada 
en pGEMT orientación opuesta (-) respecto a lacZ. 
Ap 
pNIQ6+/- 
Banda de PCR con los oligonucleótidos NIW1-NIW2 de 1280 pb que contiene 
parte de los genes sll0976 y sll0797 (nrsS y nrsR) clonada en pGEMT en 
ambas orientaciones respecto a lacZ  
Ap 
pNIQ7+/- 
Banda de PCR con los oligonucleótidos NIT1-NIT2 de 1291 pb del gen 
slr0794 (nrsA) clonada en pGEMT en los dos sentidos respecto a lacZ. 
Ap 
pNIQ8+/- 
pNIQ7::C.K1 en EcoRI + Klenow, el casete de resistencia en el mismo sentido 
(+) o en sentido opuesto (-) al gen nrsA. 
Ap Km 
pNIQ9+/- 
pNIQ6::C.K1 el casete C.K1 sustituye  un fragmento HpaI EcoRI+Klenow de 
715 pb de los genes nrsRS; el casete de resistencia en el mismo sentido (+) o en 
sentido opuesto (-) a los genes nrsRS 
Ap Km 
pNIQ10+/- 
Banda PCR con los oligonucleótidos COR1-COR2 de 840 pb del gen slr0797 
(corT) clonada en pGEMT en ambos sentidos al gen lacZ. 
Ap 
pNIQ12+ pNIQ10::C.K1 en EcoNI+Klenow; el casete en el mismo sentido al gen corT. Ap Km 
pGEX-C-NrsD 
Banda de PCR con los oligonucleótidos NRH1-NRH2 de 191 pb del dominio 
carboxilo terminal de NrsD clonada en pGEX4T-3 en EcoRI-XhoI para la 
fusión GST-NrsD-Ct. 
Ap 
pTCP2 
Banda de PCR con los oligonucleótidos  TCP4-TCP5 de 367 pb del gen nrsR 
digerida con NdeI-BamHI y clonada en pET28 para expresar NrsR∆N. 
Km 
pTCP3 
Banda de PCR con los oligonucleótidos TCP1-TCP5 de 719 pb del gen nrsR 
digerida con NdeI-BamHI y clonada en pET28 digerido de la misma forma 
para expresar NrsR. 
Km 
pARSC1+/- 
Fragmento de PCR con los oligonucleótidos ARSC1-ARSC2 de 575 pb que 
contiene el  gen slr0946 (arsC) de Synechocystis completo clonado en pGEMT 
en las dos orientaciones respecto al gen lacZ. 
Ap 
pARSC2- 
pARSC1(+)::C.K1 en SmaI con el gen de resistencia a Km en la orientación 
opuesta al gen arsC. 
Ap Km 
pARSC4- 
Banda de PCR de 514 pb con los oligonucleótidos ARSC3-ARSC5 clonada en 
pGEMT en el sentido (–)  respecto a lacZ. 
Ap 
pARSC5 Fragmento de 485 pb de pARSC4 digerido con NdeI y XhoI clonada en pET24 Km 
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digerido de la misma forma. 
pARSR1+/- 
Banda de PCR de 1212 pb con los oligonucleótidos ARSR1-2 que contiene el 
gen sll1957 (arsR) clonada en pGEMT en ambos sentidos respecto al gen lacZ. 
Ap  
pARSR2+ 
pARSR1::C.C1 en HindIII; el gen resistencia a Cm en el mismo sentido que el 
gen arsR. 
Ap Cm 
pARSR3+ 
Banda de PCR de 467 pb con los oligonucleótidos ARSR2-ARSR3 para clonar 
arsR fusionado a malE, clonada en pGEMT en el mismo sentido respecto lacZ; 
contiene dianas EcoRI y PstI. 
Ap 
pARSR4 
Banda EcoRI-PstI de 452 pb de pARSR3 clonada en pMAL2-cx digerido de la 
misma forma. 
Ap 
pARSHC1+ 
Banda PCR con los oligonucleótidos ArsH1-ArsC2 de 1246 pb que comprende 
los genes slr0945 y slr0946 (arsH y arsC) clonada en pGEMT en el mismo 
sentido que lacZ. 
Ap 
pARSHC2+/- 
pARSHC1::C.K1 en EcoRI+Klenow que provoca la deleción de 197 pb del 
gen slr0945 (arsH); el gen de resistencia en el mismo sentido (+) o en sentido 
opuesto (-) al gen arsH. 
Ap Km 
pARSB1- 
Banda de PCR con los oligonucleótidos ARSB2-ARSB3 de 1290 pb que 
contiene el gen slr0944 (arsB) clonada en pGEMT en sentido opuesto (-) 
respecto al gen lacZ. 
Ap 
pARSB2+ 
pARSB1::C.K1 en BstEII+Klenow que provoca la deleción de 75 pb del gen 
slr0944 (arsB); el gen de resistencia a Km en el mismo sentido (+) al gen arsB. 
Ap Km 
pARSHHis 
Banda de PCR con los oligonucleótidos ARSH3-ARSC2 digerida con NdeI y 
SalI clonada en pET28 digerido de la misma forma. 
Km 
pARSI1+/- 
Banda PCR con los oligonucleótidos ARSI2-ARSI3 de 1063 pb que contiene el 
gen arsI (slr6043 o sll5104) clonada en pGEMT en ambos sentidos respecto al 
gen lacZ. 
Ap 
pARSI2+/- 
pARSI1::SpΩ en PflMI+T4 DNA polimerasa; el gen de resistencia a Sp en el 
mismo sentido (+) o en sentido opuesto (-) al gen arsI 
Ap Sp 
pARSI3 
Banda de 678 pb resultante de digerir con NcoI-XhoI la banda de PCR con los 
oligonucleótidos ARSI2-3 (de 1063 pb) y clonada en pET24 digerido de la 
misma forma. 
Km 
pARSI4+/- 
pARSI1::C.C1 en PflMI+T4 DNA polimerasa; el gen de resistencia a Cm en el 
mismo sentido (+) o en sentido opuesto (-) al gen arsI. 
Ap Cm 
pARSI5- 
pARSI1::C.K1 en PflMI+T4 DNA polimerasa; el gen de resistencia a Km en 
sentido opuesto (-) al gen arsI. 
Ap Km 
pARSI6+/- 
Banda de PCR de 970 pb con los oligonucleótidos ARSI1-NIY3 para la 
construcción ∆arsI clonada en pGEMT en ambos sentidos respecto al gen lacZ. 
Ap 
pARSI7 Fragmento SacII-PstI de 1015 pb de pARSI6+ en pBS-SK+ SacII-PstI. Ap 
pARSI8+/- 
pARSI7::SpΩ en NcoI+Klenow. Inserta el fragmento Ω en la diana NcoI que 
se encuentra en el promotor del gen arsI en clon que tiene delecionado el gen 
slr6037. 
Ap Sp 
pARSI9+/- 
pARSI7::C.C1 en NcoI+Klenow. Inserta el casete C.C1 en la diana NcoI que se 
encuentra en el promotor del gen arsI en el clon que tiene delecionado el gen 
slr6037. 
Ap Cm 
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pRLSpect 
Fragmento BamHI de 1900 pb del plásmido pHP45Ω clonado en pRL424 
BamHI. 
Km Sp 
pGRXA1+/- 
Banda PCR con los oligonucleótidos GRXA1-GRXA4 de 1269 pb que 
contiene el gen ssr2060 (grxA) clonada en pGEMT en ambos sentidos respecto 
al gen lacZ. 
Ap 
pGRXA2+/- 
pGRXA1::C.C1 en SspI el gen de resistencia a Cm en el mismo sentido (+) o 
en sentido opuesto (-) al gen grxA. 
Ap Cm 
pGRXA4 
Banda de PCR con los oligonucleótidos GRXA4-GRXA5 de 670 pb digerida 
con BamHI y clonada en BamHI de pQE80. Expresa la proteína GrxAHis. 
Ap 
pGRXB1+/- 
Banda PCR con los oligonucleótidos GRXB1-GRXB2 de 845 pb que contiene 
el gen slr1562 (grxB) clonada en pGEMT en ambos sentidos respecto al gen 
lacZ. 
Ap 
pGRXB2+/- 
pGRXB1 ::SpΩ en RsaI; el gen de resistencia a Sp en el mismo sentido (+) o 
en sentido opuesto (-) al gen grxB. 
Ap Sp 
pGRXB4 
Banda de PCR con los oligonucleótidos GRXB3-GRXB5 de 430 pb digerida 
con BamHI-SalI y clonada en de pQE80 digerido de la misma forma. Expresa 
la proteína GrxBHis. 
Ap 
pGRXC1+/- 
Banda de PCR con los oligonucleótidos GRXC1-GRXC2 de 1107 pb que 
contiene el gen slr1856 (grxC) clonada en pGEMT en ambas orientaciones 
respecto a lacZ. 
Ap 
pGRXC2+/- 
pGRXC1+::C.K1 en la diana BstEII+Klenow  el gen de resistencia a Km en  el 
mismo sentido (+) o en sentido opuesto (-) al gen grxC.  
Ap Km 
pGRXC4 
Banda de PCR con los oligonucleótidos GRXC2-GRXC3 de 637 pb digerida 
con BamHI-HindIII y clonada en de pQE80 digerido de la misma forma. 
Expresa la proteína GrxCHis. 
Ap 
 
 
Tabla 6. Plásmidos utilizados no construidos en este trabajo. 
Plásmido Descripción Referencia Resistencia 
cs0205 Cósmido de Kasuza que contiene el gen arsR. 
Dr. S.Tabata 
(Kasuza DNA 
Research Intitute) 
Ap 
cs0223 Cósmido de Kasuza que contiene los genes arsBHC. 
Dr. S.Tabata 
(Kasuza DNA 
Research Intitute) 
Ap 
 cs1377 
Cósmido de Kasuza que contiene los genes de resistencia a 
Ni2+, Co2+ y Zn2+. 
Dr. S.Tabata 
(Kasuza DNA 
Research Intitute) 
Ap 
pAV1100 
Plásmido que contiene el componente RNA de la RNAsa P 
de Synechocystis sp. PCC 6803 
(Vioque, 1992) Ap 
pBS-SK+ 
Vector de clonación. Contiene el fragmento α de la β-
galactosidasa que permite la selección de los clones que 
Stratagene Ap 
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llevan inserto. 
pET24 
Plásmido de expresión controlada bajo un promotor del fago 
T7. Contiene dianas para añadir una cola de histidinas en el 
extremo carboxilo de la proteína de interés. 
Novagen Km 
pET28 
Plásmido de expresión controlada bajo un promotor del fago 
T7. Contiene dianas para añadir a una cola de histidinas en 
ambos extremos de la proteína de interés. 
Novagen Km 
pGEMT 
Plásmido utilizado para clonar fragmentos de PCR. Contiene 
el fragmento α de la β-galactosidasa que permite la selección 
de los clones que llevan inserto. 
Promega Ap 
pGEX4-T3 
Plásmido de expresión en E. coli, bajo un promotor tac, que 
permite fusionar la proteína de interés a la GST. 
Amersham Ap 
pHP45Ω  Contiene el gen aadA de R100.1 en la diana BamHI de 
pHP45. 
(Prentki y Krisch, 
1984) 
Ap Sp 
pMAL-c2x 
Plásmido de expresión en E. coli, bajo un promotor tac, que 
permite fusionar la proteína de interés a la MBP (proteína de 
unión a maltosa). 
New England 
Biolabs 
Ap 
pQE80 
Plásmido de expresión en E. coli  bajo el promotor de T5. 
Contiene dianas para añadir una cola de histidinas en el 
extremo Nt de la proteína de interés. 
Quiagen Ap 
pRL161 
Derivado de pBR322, contiene un polilinker simétrico 
flanqueando al casete C.K1. 
(Elhai y Wolk, 
1988) 
Ap Km 
pRL171 
Derivado de pBR322, contiene un polilinker simétrico 
flanqueando al casete de resistencia a Cm C.C1. 
(Elhai y Wolk, 
1988) 
Ap Cm 
pRL424 
Derivado de pBR322, contiene un polilinker simétrico 
flanqueando al casete de resistencia a C.C1. 
(Elhai y Wolk, 
1988) 
Km Cm 
 
La secuencias de los oligonucleótidos utilizados en este trabajo se detallan en la tabla 7 y sus 
características más relevantes en la tabla 8. 
 
Tabla 7. Secuencias de oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 
Oligonucleótido Secuencia 5´3´ 
ARSB1 GGGCAACCCAGAGGGTAAGG 
ARSB2 GGATGTGAATGGAACAATGGGG 
ARSB3 CAACGGGGGTCTAGCAAAGTGG 
ARSB7 TGCGATTGGCGCCGACAACTCATC 
ARSB8 CTAATTTTGCTCCATGGCCATCGG 
ARSB9 GGATGTCCATGGAACAATGGG 
ARSB10 GGGCAATGCCAATGGCGCCACAAAGGG 
ARSC1 TTTAACCGATGCCATAGTG 
ARSC2 GGGGTTTGGTATCGTTGG 
Materiales y métodos____               _ _________        ____        __        _      ____              _        _______ 
 67 
ARSH1 CGACCGCAATACTGGGGAAC 
ARSR1 CCGTTAGTAGCGAGGGGGTTG 
ARSR2 CCCACTGCAGACCATACCCCG 
ARSR3 CTATATTGTCGAATTCACAACGG 
COR1 GATCATCCCGATGCAGTGGCG 
COR2 GCACAGGGAGAAGCCACCACG 
MR1 AGAAGGGGGAGTTACAACCATGC 
MR2 AGGCGAGTCCTTAAACTACCG 
NBLA1 GAAAGGTAGTCGCCTTGGAGGGC 
NBLA2 CCTGTTGCAAACACTGCAGTTG 
NIA1 GATTGGGAGTTCCTAGGGTC 
NIA3 CCCAATTTGAGGTGGTGTGATG 
NIA4 ATAAAGGCAAGGGCTAGAGCAG 
NIP1 GTTTCCATGGCACCACCTC 
NIP2 TCTTCCATGGGCAAAATTCGC 
NIT1 CGGTGCGCTCTTCTTCTAAGG 
NIT2 TTAGTGCGTAGTCCCCGATAG 
NIW1 TTTCCAGTCTGCCAAAGGGG 
NIW2 TCTGTATTACCGGCGCTATGC 
NIW3 ATCCGTCACCCAATCCACCAC 
NRH1 GATGGAATTCAGGATTTTGGCACGAACATTC 
NRH2 AAAGCTCGAGAGGGAAAGGATGGTGAAAG 
NRP1 CCCATATGGGCAAACTACCGCCTATC 
NRP2 CGGGTAGTTTAAGGACTCGCC 
PSBA1 ATGACAACGACTCTCCA 
PSBA2 GCAGGAGCGGTCAAAGCC 
TCP1 GCAGAGCATATGCGACGATTTTG 
TCP4 GGGCACTACATATGCCGATCGCC 
TCP5 CTACGGGCAAGGATCCGACGGG 
ARSI1 GGCCGAGCTTGAGTGTCAATCACAATG 
ARSI2 GAGGCATTGCATTGCACCCCACACCATTAACAG 
ARSI3 TTAGGGAACCTCGAGGGTGTAAACGCG 
ARSI4 CATCTACATATGACCGAAAATATGATC 
ARSI7 GGCGATCGCTATTCTCCTAGGGGTTTGTGGAGTTGATG 
ARSI8 GAGAATAGCGATCGCCTTTCATC 
NIY3 GAACCACTGAGGAGTAGTCCTGCC 
GRXA1 CTCCAACACCGAACTGTCAAAGC 
GRXA4 GGCGTAGAGATATTGCACGGTC 
GRXA5 GTTGGATCCGCTGTCTCGGCAAAAATTG 
GRXB1 CCCCATCGATTATCTAGTTTG 
GRXB2 GCTTCCGCTTGAAACATCTGC 
GRXB3 GATGGATCCGCTAATTTGTTCAACCTG 
GRXB5 GGGTTGTCGACTGGTCTGACTGATTTG 
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GRXC1 GCCCTATTCCTTGGCCTATTG 
GRXC2 GAGCACTTTGGCCCCTTCTTG 
GRXC3 GTCGGATCCAATCCGGAAACGAAAGC 
 
Tabla 8. Características más relevantes de los oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 
Oligonucleótido Características 
ARSB1 Utilizado para experimentos de extensión del cebador del operón arsBHC 
ARSB2 Utilizado para clonar el gen arsB 
ARSB3 Utilizado para clonar el gen arsB 
ARSB7 
Utilizado para sintetizar la sonda usada para los experimentos de retardo en gel con ArsR; 
contiene diana NcoI  
ARSB8 
Utilizado para sintetizar la sonda usada para los experimentos de retado en gel con ArsR; contiene 
diana NarI 
ARSB9 
Utilizado para sintetizar la sonda usado en los experimentos de protección frente DNAsa I con 
ArsR; contiene diana NcoI. 
ARSB10 
Utilizado para sintetizar la sonda usada en los experimentos de protección frente DNAsa I con 
ArsR; contiene diana NarI 
ARSC1 Utilizado para clonar el gen arsC 
ARSC2 Utilizado para clonar el gen arsC 
ARSH1 Utilizado para clonar el gen arsH 
ARSR1 Utilizado para clonar el gen arsR 
ARSR2 Utilizado para clonar el gen arsR 
ARSR3 Utilizado para clonar el gen arsR fusionado a malE; contiene diana EcoRI 
COR1 Utilizado para clonar el gen corT 
COR2 Utilizado para clonar el gen corT 
MR1 Utilizado para clonar el gen corR 
MR2 Utilizado para clonar el gen corR 
NBLA1 Utilizado para sintetizar la sonda de los genes nblA1-nblA2 
NBLA2 Utilizado para sintetizar la sonda de los genes nblA1-nblA2 
NIA1 
Utilizado en los experimentos de extensión del cebador del operón nrsBACD. También para 
clonar los promotores de los genes nrsRS y nrsBACD. 
NIA3 Utilizado para sintetizar la sonda del gen nrsB 
NIA4 Utilizado para sintetizar la sonda del gen nrsB. 
NIP1 
Utilizado para sintetizar la sonda usada en los experimentos de retardo en gel con NrsR; contiene 
diana StyI 
NIP2 
Utilizado para sintetizar la sonda usada en los experimentos de retardo en gel con NrsR; contiene 
diana NcoI 
NIT1 Utilizado para clonar el gen nrsA 
NIT2 Utilizado para clonar el gen nrsA 
NIW1 Utilizado para clonar los genes nrsRS 
NIW2 Utilizado para clonar los genes nrsRS 
NIW3 Utilizado para experimentos de extensión del cebador del operón nrsRS. Utilizado también para 
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clonar los promotores de los genes nrsRS y nrsBACD 
NRH1 Utilizado para clonar el extremo carboxilo de nrsD a la GST; contiene diana EcoRI 
NRH2 Utilizado para clonar el extremo  carboxilo de nrsD a la GST; contiene diana XhoI 
NRP1 Utilizado para clonar el gen nrsD; contiene diana NdeI 
NRP2 Utilizado para clonar el gen nrsD 
PSBA1 Utilizado para sintetizar la sonda de los genes psbA 
PSBA2 Utilizado para sintetizar la sonda de los genes psbA 
TCP1 Utilizado para clonar nrsR en pET28; contiene diana NdeI 
TCP4 Utilizado para clonar nrs∆N en pET28; contiene diana NdeI 
TCP5 Utilizado para clonar nrsR y nrs∆N en pET28; contiene diana BamHI 
ARSI1 Utilizado para clonar los genes arsI 
ARSI2 Utilizado para clonar los genes arsI 
ARSI3 Utilizado para clonar el gen arsI en pET24; contiene un diana XhoI 
ARSI4 Utilizado para sintetizar una sonda exclusiva de la ORF del gen arsI. 
ARSI7 Utilizado para la construcción del plásmido pARSI6; contiene diana PvuI 
ARSI8 Utilizado para la construcción del plásmido pARSI6 
NIY3 Utilizado para la construcción del plásmido pARSI6 
GRXA1 Utilizado para clonar el gen grxA 
GRXA4 Utilizado para clonar el gen grxA 
GRXA5 Utilizado para clonar el gen grxA en pQE80; contiene diana BamHI  
GRXB1 Utilizado para clonar el gen grxB 
GRXB2 Utilizado para clonar el gen grxB 
GRXB3 Utilizado para clonar el gen grxB en pQE80; contiene diana BamHI 
GRXB5 Utilizado para clonar el gen grxB en pQE80; contiene diana SalI 
GRXC1 Utilizado para clonar el gen grxC 
GRXC2 Utilizado para clonar el gen grxC 
GRXC3 Utilizado para clonar el gen grxC en pQE80; contiene diana BamHI 
 
II.6 Otros métodos. 
 
II.6.1  Determinación de clorofila. 
El contenido celular de clorofila a se determinaba espectrofotométricamente tras someter las 
células a una extracción de la misma con metanol, siguiendo el método descrito por 
(Mackinney, 1941). Las células contenidas en 1 ml de suspensión celular se recogían mediante 
centrifugación a 12.000 g en una centrífuga Eppendorf, y el sedimento se resuspendía en 1 ml de 
metanol absoluto. Tras agitar vigorosamente durante 2 min, la preparación se centrifugaba 
durante 4 min a 12.000 g, determinándose la concentración de clorofila en el sobrenadante en 
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base a su absorbancia a 665 nm, y teniendo en cuenta un coeficiente de extinción de 74,46 mg-1 
⋅ml⋅cm-1.  
II.6.2 Medidas espectrofotométricas. 
Las medidas de absorbancia de luz visible o luz ultravioleta, se realizaron en un 
espectrofotómetro de diodos Hewlett Packard 8452A (Alemania) conectado a un ordenador 
Hewlett Packard (Francia) modelo H. P. Vectra QS/16S o en un espectrofotómetro Hitachi U-
1100 (Japón). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III Objetivos. 
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Al inicio de este trabajo los estudios acerca de los mecanismos de resistencia a metales en 
cianobacterias eran escasos, puesto que los únicos datos se referian a la presencia de 
metalotioneinas (Gupta, et al., 1993; Huckle, et al., 1993) y de transportadores de Cu+ en 
Synechococcus sp. PCC 7942 (Kanamaru, et al., 1994; Phung, et al., 1994). El hecho de que 
estos organismos se encuentren en habitats acuáticos y tengan requerimientos nutricionales 
simples los hace unos candidatos adecuados para su uso en biorremediación de ecosistemas 
acuáticos contaminados por metales. Por otro lado, la fotosíntesis es un proceso que requiere 
grandes cantidades de metales (en especial de Fe, Mn y Cu) y por tanto las células tienen que 
controlar muy estrictamente la disponibilidad de estos elementos. Esto hace que el estudio de la 
homeostasis de metales en este grupo de microorganismos tenga especial interés, puesto que 
tienen que manejar concentraciones de metales más altas en su interior que otros 
microorganismos. 
 La completa disponibilidad de la secuencia del genoma de Synechocystis sp. PCC 6803 
desde el año 1996 (Kaneko, et al., 1996) y de los plásmidos desde el año 2003 (Kaneko, et al., 
2003), han permitido la identificación de numerosos genes con homología a genes implicados en 
los mecanismo de resistencia y homeostasis a metales en otros organismos. En esta tesis hemos 
intentado dilucidar el papel de algunos de estos genes en Synechocystis sp. PCC 6803. Los 
objetivos al inicio de esta tesis fueron: 
 
1- Estudio del papel de una agrupación génica (de las ORFs sll0796 a slr0798) en la 
homeostasis de metales en Synechocystis sp. PCC 6803. 
2- Estudio de la regulación transcripcional de los genes de esta agrupación génica. 
3- Estudio de los genes de resistencia a arsénico en Synechocystis sp. PCC 6803. 
4- Estudio de los mecanismos de regulación de los genes de resistencia a arsénico de 
Synechocystis sp. PCC 6803. 
 
Parte de los resultados presentados en este trabajo han sido publicados en los siguientes 
artículos científicos: 
 
M. García-Domínguez, L. López-Maury, F. J. Florencio, J.C. Reyes. 2000. A gene cluster 
involved in metal homeostasis in the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803. J. 
Bacteriology  182:1507-1514. 
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L. López-Maury, M. García-Domínguez, F. J. Florencio, J.C. Reyes. 2002. A two-component 
signal transduction system involved in nickel sensing in the cyanobacterium Synechocystis sp. 
PCC 6003. Molecular Microbiology  43(1): 247-256 
 
López-Maury ,L., Florencio, F. J., Reyes, J.C. Arsenic Sensing and Resistanse System in the 
Cyanobacterium Synechocystis sp. Strain PCC 6803. J. Bacteriology 185:5363-5371. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV Resultados 
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Como se ha comentado anteriormente, la disponibilidad de la secuencia del genoma completo 
de Synechocystis sp. PCC 6803 nos permitió hacer una búsqueda de los genes de resistencia a 
metales en esta cianobacteria. El análisis nos permitió identificar 4 ORFs: slr0794, slr0796, 
slr0797 y slr0798 cuyos productos presentaban homología a proteínas implicadas en la 
resistencia a metales pesados. La proteína codificada por el gen slr0794 pertenece a la familia 
HME-RND, la codificada por el gen slr0796 a la familia NreB de transportadores de Ni2+, 
mientras que la codificadas por los genes slr0797 y slr0798 pertenecen a la familia de ATPasas 
de tipo P transportadoras de metales pesados. Esta agrupación génica ocupa una región de 12 kb 
(figura 6) desde la ORF slr0793, que se transcribe en la misma dirección que slr0794, hasta la 
ORF slr0798, y en la que existen otras cinco ORFs slr0793, slr0795, sll0794, sll0793 y sll0792, 
además de las anteriormente descritas. Los productos de dos de estas ORFs podían estar 
implicados en la regulación de la expresión de los genes adyacentes, ya que el producto 
codificado por el gen sll0794 presenta homología con la familia de factores transcripcionales de 
la familia MerR y el codificado por la ORF sll0792 a la familia de factores transcripcionales 
SmtB/ArsR. El producto de la ORF slr0793 presenta homología con CzcB, pero sólo en una 
pequeña región, mientras que los productos de las ORFs slr0795 y sll0793 no presentan 
homología con ninguna proteína en las bases de datos. La región se extiende 2,5 kb más, aguas 
arriba del gen slr0793, puesto que las proteínas codificadas por los genes sll0796 y sll0797 
codifican un sistemas de dos componentes implicado en la regulación de los genes slr0793 a 
slr0796 (ver más adelante). 
 
 
Figura 6. Esquema de la agrupación génica implicada en la homeostasis de metales pesados. 
 
Al inicio de este trabajo, los genes slr0793 (ziaB), slr0792 (ziaR), sll0798 (ziaA) fueron 
caracterizados como los genes implicados en los mecanismos de resistencia a Zn2+, siendo ZiaA 
la ATPasa encargada de transportar el Zn2+ al exterior celular y ZiaR el represor en condiciones 
de no inducción, mientras que ZiaB es una putativa proteína transmembrana cuyo papel es 
desconocido (Thelwell, et al., 1998). 
A continuación se van a describir los resultados obtenidos en este trabajo sobre los genes de 
esta agrupación génica. 
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IV.1 Resistencia a Co2+ en Synechocystis sp. PCC 6803. 
 
IV.1.1 El gen slr0797 (corT) codifica una ATPasa tipo P implicada en la 
resistencia a Co2+. 
El gen slr0797 codifica una proteína con homología a ATPasas de tipo P de la subfamilia de 
las transportadoras de metales pesados. Esta ATPasa no contiene la secuencia CPC en el 
segmento transmembrana VI, característica de esta familia, sino la secuencia SPC y carece del 
dominio típico de unión a metales en el extremo amino terminal presente en la mayoría de 
ATPasas tipo P. El análisis de la expresión del gen slr0797 reveló que se inducía por la 
presencia de Co2+ y Zn2+ en el medio (figura 7C). Estos datos sugerían fuertemente que este gen 
codificaba para un sistema de resistencia a Co2+ o Zn2+. 
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Figura 7. Construcción y caracterización de los mutantes corT-. 
A. Esquema de la región genómica de corT. Se indican la dianas de restricción utilizadas para la construcción de 
la estirpe mutante y para su análisis mediante Southern blot. También se muestran los tamaños de los fragmentos 
esperados y la sonda empleada. 
B. Southern blot de 2 clones de la estirpe corT- y de la estirpe silvestre. El DNA genómico se digirió con BstXI y 
el filtro se hibridó con la sonda indicada en A. Se indican los tamaños de la bandas detectadas. 
C. Northern blot de RNA extraídos de cultivos de Synechocystis sp. PCC 6803 expuestos a 15 µM de CdCl2 
(Cd2+), CoCl2 (Co2+), CuSO4 (Cu2+), MgSO4 (Mg2+), ZnSO4 (Zn2+), NiSO4 (Ni2+) o sin tratar (-). El filtro se hibridó 
con una sonda del gen corT o del gen rnpB como control de carga. 
D. Crecimiento de la estirpe silvestre o corT- en presencia de Co2+ y Zn2+. Cultivos de ambas estirpes de diluyeron 
5 veces, con un factor de dilución de 10, y se sembraron en placas de BG11c suplementadas con CoCl2 275 µM, 
5 µM de ZnSO4 o sin suplementar (control). Las placas se incubaron durante 1 semana antes de ser fotografiadas. 
Para clarificar la implicación de la ORF slr0797 en la resistencia a metales generamos 
estirpes mutantes en este gen mediante la inserción del casete de resistencia a Km, C.K1. Estas 
estirpes se generaron transformando Synechocystis sp. PCC 6803 con el plásmido pNIQ12-, 
obteniéndose la estirpe corT- (figura 7 A y B). Estudiamos la resistencia de la estirpe corT- en 
presencia de Co2+ y Zn2+ en el medio; los resultados demuestran que la estirpe es más sensible a 
la presencia de Co2+ en el medio pero no a la presencia de Zn2+ (figura 7D). Esto demuestra que 
el gen slr0797 constituye un sistema de resistencia a Co2+ y por ello lo hemos denominado corT. 
IV.1.2 El gen sll0794 (corR), un homólogo a MerR, regula la expresión de corT. 
81 pb aguas arriba y en sentido opuesto al gen corT se encuentra una ORF sll0794 cuyo 
producto presenta homología con factores transcripcionales de la familia MerR. Estos factores 
transcripcionales están formados por dos dominios: uno amino terminal que constituye el 
dominio de unión al DNA (y que es el característico de la familia) y un dominio carboxilo 
terminal que es el sensor y característico de cada factor transcripcional. Generalmente se 
encuentran adyacentes y en orientación opuesta a los genes que regulan (Brown, et al., 2003) y 
puesto que ésta era la disposición de corT y sll0794 nos propusimos analizar el papel de esta 
ORF en la resistencia a Co2+. 
 
Mediante Northern blot no pudimos detectar el RNAm para este gen (figura 9C), por lo que 
decidimos generar estirpes mutantes en él. Para ello transformamos Synechocystis sp. PCC 6803  
con los plásmidos pNIQ4+ y pNIQ4- generándose las estirpes corR+ y corR- (figura 8 A y B). 
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Figura 8. Construcción y caracterización de los mutantes corR+. 
A. Esquema de la región genómica de corR. Se indican la dianas de restricción utilizadas para la construcción de 
la estirpe mutante y para su análisis mediante Southern blot. También se muestran los tamaños de los fragmentos 
esperados y la sonda empleada. 
B. Southern blot de 2 clones de la estirpe corR+, 2 de la estirpe corR- y de la estirpe silvestre. El DNA genómico 
se digirió con NcoI y el filtro se hibridó con la sonda indicada en A. Se indican los tamaños de la bandas 
detectadas. 
C. Northern blot de RNA extraídos de cultivos de Synechocystis sp. PCC 6803 expuestos durante 1 h a 15µM de 
CdCl2 (Cd2+), CoCl2 (Co2+), CuSO4 (Cu2+), MgSO4 (Mg2+), ZnSO4 (Zn2+), NiSO4 (Ni2+) o sin tratar (-). El filtro se 
hibridó con una sonda del gen corR o del gen rnpB como control de carga. 
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D. Crecimiento de las estirpe silvestre y corR+ en presencia de Co2+ y Zn2+. Cultivos de ambas estirpes de 
diluyeron 5 veces, con un factor de dilución de 10, y se sembraron en placas de BG11c suplementadas con 275 
µM CoCl2 (Co2+), 5 µM ZnSO4 (Zn2+) o sin suplementar. Las placas se incubaron durante 1 semana antes de ser 
fotografiadas. 
E. Northern blot de RNA extraídos de la estirpe corR+ o de la estirpe silvestre, expuestas durante 1h a 15µM de 
CoCl2 (Co2+), ZnSO4 (Zn2+), NiSO4 (Ni2+) o sin tratar (-). El filtro se hibridó con una sondas de los genes nrsB, 
corT y rnpB. 
 
El análisis de crecimiento de la estirpe corR+ en presencia de metales demostró que el gen 
estaba implicado en la resistencia a Co2+,pero no a otros metales, por lo que denominamos a este 
gen corR (figura 8D). La coincidencia con el fenotipo de la estirpe corT- sugería que el defecto 
en la estirpe corR+ se debía a la carencia de expresión del gen corT. Para comprobar esta 
hipótesis analizamos la expresión del gen corT en respuesta a Co2+ y Zn2+ en la estirpe silvestre 
y en la estirpe corR+; en el análisis incluimos también la expresión del gen nrsB que se induce 
por la presencia de Co2+ y Ni2+ en el medio (ver más adelante;sección IV.2.1). Este análisis 
demostró que corT no se expresa en la estirpe corR+ en respuesta a la presencia de Co2+ y Zn2+ 
por lo que denominamos a este gen corR. Además, la inducción del operón nrs es independiente 
de corR (figura 8E).  
El ánalis de la secuencia de aminoácidos de CorR muestra que el la región amino terminal 
(de los aminoácidos 10 al 70) presenta una alta similitud con el dominio de unión a DNA de 
MerR, mientras que en la región carboxilo terminal (de los aminoácidos 176 al 354) presenta 
una alta similaridad con la precorrina isomerasa (precorrina 8x metil mutasa) de distintos 
orígenes (figura 9 A y B). La precorrina isomerasa es una enzima, codificada por el gen cobH, 
implicada en la síntesis de vitamina B12 (cianocobalamina) (Roth, et al., 1996; Rodionov, et al., 
2003). En la cianocobalamina un átomo de Co2+ es coordinado por cuatro átomos de N de un 
anillo tetrapirrólico. Esta enzima lleva a cabo la metilación del anillo precorrínico (un anillo 
tetrapirrólico) para formar ácido hidrogenobirínico y cataliza por tanto el paso anterior a la 
incorporación del Co2+ al anillo corrínico (Roth, et al., 1996). Se sabe que los anillo corrínicos 
son capaces de unir Co2+ en ciertas condiciones (Toohey, 1965) y que CobH es capaz de unir 
estos anillos (Thibaut, et al., 1992), por lo que una posibilidad es que CorR detecte el exceso de 
Co2+ mediante la unión de un anillo corrínico (o algún otro intermediario de la ruta de síntesis de 
cianocobalamina) y/o Co2+. 
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Figura 9. CorR un homólogo a MerR con un dominio precorrina isomerasa. 
A. Representación esquemática de los dominios de CorR. 
B. Alineamiento del dominio precorrina isomerasa de CorR (CorR) con las precorrina isomerasas de Salmonella 
enterica serovar Typhimurium (COBH_SALTY), Synechocystis sp. PCC 6803 (COBH_SYNY), Methanococcus 
jannaschii (COB_METJA) y Pseudomonas denitrificans (COBH_PSEDE). Los aminoácidos idénticos se indican 
con * y los cambios conservativos se marcan con : o . tal y como se definen por el programa CLUSTAL X. 
C. Secuencia de la región intergénica entre corR y corT. En rojo se indican las secuencias palindrómicas que 
podrían ser los sitios de unión de CorR y con las flechas la orientación de las repetición; se muestran recuadradas 
las cajas –10 y –35 del promotor de corT. 
 
IV.1.3 Análisis de la región promotora del gen corT. 
La región intergénica de 81 pb entre los genes corR y corT debe de contener las regiones 
encargadas de la regulación del gen corT. El análisis de la secuencia de la región intergénica 
corR-corT mostró la existencia de putativas cajas –10 y –35 en la región promotora del gen 
corT, pero separadas por 20 pb (figura 9C; recuadradas) en lugar de los 16-18 pb, como es típico 
de los promotores reconocidos por la RNA polimerasa conteniendo el factor σ70. En la región 
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espaciadora entre las cajas –10 y –35 se encuentra una repetición invertida de 13 pb en la forma 
AAACCTTGACATT-N6-AATGTTAAGGTTT (figura 9C; marcadas en rojo). Esta es la 
arquitectura típica de los promotores regulados por factores transcripcionales de la familia MerR 
en los que el factor transcripcional se une en la región espaciadora entre las cajas –10 y –35, 
remodelando la estructura del DNA en respuesta a un estimulo y permitiendo que el promotor 
sea transcrito por la RNA polimerasa. Estos datos sugieren que esta secuencias palindrómicas 
constituyen el sitio de unión de CorR. 
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IV.2 Resistencia a Ni2+ en Synechocystis sp. PCC 6803. 
 
IV.2.1 Los genes slr0793, slr0794, slr0795 y slr0796 constituyen un operón 
(nrsBACD) implicado en la resistencia a Ni2+. 
Los genes slr0793 y slr0794 presentan homología con los genes B (MFP) y A (RND) de los 
sistemas BCA de resistencia a metales respectivamente. El producto de la ORF slr0793 presenta 
homología con CzcB, y a otras proteínas de MFP, en su región central, de los aminoácidos 54 al 
132 (80 aminoácidos, 34% identidad y 45% similitud). El producto de la ORF slr0794 presenta 
una clara homología con proteínas RND-HME en toda su secuencia (35% identidad a CzcA; 
55% de similaridad). Por otro lado, el producto de la ORF slr0795, aunque no presenta 
homología con los genes C (OMP) presenta dos putativas hélices transmembrana y tiene cierta 
similitud con lisozimas de fagos y la autolisina A de Neisseria gonorrohoeae. El producto del 
gen slr0796 presenta homología con el del gen nreB de Alcaligenes xylosoxidans. 
Para estudiar el papel de estos genes en la resistencia a metales en Synechocystis sp. PCC 
6803 analizamos su expresión en respuesta a la presencia de los distintos metales en el medio. 
Los genes slr0793 y slr0796 se expresan en respuesta a la presencia de Ni2+ en el medio y en 
menor medida de Co2+; además estos genes están formando un operón puesto que ambas sondas 
detectan un transcrito de 6000 nt aproximadamente, que es el tamaño esperado para la 
cotranscripción de estos genes (figura 10D). Debido a esto denominamos a estos genes nrs 
(nickel response system) B, A, C y D respectivamente. La expresión del operón nrsBACD se 
indujo a concentraciones por encima de 0,45 µM de Ni2+, que están muy por debajo del nivel de 
tolerancia de la estirpe silvestre (figura 11A). La inducción es muy rápida y linear con el tiempo, 
al menos durante las primeras 4 h (figura 11B; trazo azul). 
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Figura 10. Construcción y caracterización de los mutantes nrsA+/- y nrsD+/-. 
A. Esquema de la región genómica de nrsBACD. Se indican la dianas de restricción utilizadas para la construcción 
de la estirpe mutante y para su análisis mediante Southern blot. También se muestran los tamaños de los 
fragmentos esperados y las sondas empleadas. 
B. Southern blot de 2 clones de la estirpe nrsA+, 2 de la estirpe nrsA- y de la estirpe silvestre. El DNA genómico 
se digirió con HincII y el filtro se hibridó con la sonda indicada en A. Se indican los tamaños de las bandas 
detectadas. 
C. Southern blot de 2 clones de la estirpe nrsD+, 2 de la estirpe nrsD- y de la estirpe silvestre. El DNA genómico 
se digirió con DraI y el filtro se hibridó con la sonda indicada en A. Se indican los tamaños de las bandas 
detectadas. 
D. Northern blot de RNA extraído de cultivos de Synechocystis sp. PCC 6803 expuestos durante 1h a 15 µM de 
CdCl2 (Cd2+), CoCl2 (Co2+), CuSO4 (Cu2+), MgSO4 (Mg2+), ZnSO4 (Zn2+), NiSO4 (Ni2+) o sin tratar (-). El filtro se 
hibridó con una sondas de los genes nrsB, nrsD o del gen rnpB como control de carga. 
E. Crecimiento de las estirpes silvestre, nrsB+ y nrsD+ en presencia de Ni2+. Cultivos de las estirpes de diluyeron 
5 veces, con un factor de dilución de 10, y se sembraron en placas de BG11c suplementadas con las 
concentraciones de NiSO4 indicadas. Las placas se incubaron durante 1 semana antes de ser fotografiadas. 
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Para confirmar el papel exacto de estos genes en la resistencia a Ni2+ y Co2+ generamos 
estirpes mutantes en los genes nrsA y nrsD. Los mutantes nrsA+ y nrsA- se generaron 
transformando Synechocystis sp. PCC 6803 con los plásmidos pNIQ8+ y pNIQ8- 
respectivamente. Los mutantes nrsD+ y nrsD- se generaron de la misma forma pero utilizando 
los plásmidos pNIQ2+ o pNIQ2- (figura 10 A y B). 
 
 
Figura 11. Dependencia de la concentración de metales y cinética de acumulación de nrsB. 
A. Northern blot de RNA extraídos de cultivos de Synechocystis sp. PCC 6803 expuestos a las concentraciones de 
NiSO4 indicadas e hibridados con una sonda del gen nrsB o de rnpB. 
B. Cinética de acumulación de los RNA de los genes nrsB (azul) y nrsRS (rojo) tras la adición de 17 µM de 
NiSO4. 
 
El crecimiento de los mutantes se analizó en presencia de Ni2+, Co2+ y Zn2+. Ambos mutantes 
presentaban un crecimiento reducido en presencia de Ni2+ pero no en presencia de Co2+ o Zn2+ 
(datos no mostrados, figura 10E). Los niveles de resistencia de la estirpe nrsA+ eran menores a 
los de la estirpe nrsD+ lo que sugiere que los genes nrsBA(C) y nrsD podrían constituir 2 
sistemas independientes de resistencia a Ni2+. 
IV.2.2 El extremo carboxilo terminal de la proteína NrsD es capaz de unir 
metales. 
El gen nrsD (slr0796) presenta homología con el gen nreB, que codifica para una proteína de 
la familia NreB de transportadores (ver introducción). Esta proteína fue identificada por primera 
vez en la bacteria del suelo Alcaligenes xylosoxidans 31A (Schmidt y Schlegel, 1994) y es capaz 
de conferir resistencia a Ni2+ y reducir la acumulación de este metal en E. coli, cuando se 
expresa de forma heteróloga (Grass, et al., 2001b). Estas proteínas pertenecen a la superfamilia 
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MFS (Major Facilitator Superfamily) de transportadores de membrana que son proteínas con 12 
a 14 segmentos transmembrana capaces de transportar solutos de pequeño peso molecular en 
respuesta a un gradiente quimiosmótico (Pao, et al., 1998). El análisis informático de la 
secuencia de aminoácidos de NrsD muestra la presencia de 12 putativos segmentos 
transmembrana y un extremo carboxilo terminal altamente hidrofílico (figura 12A). Este 
extremo hidrofílico contiene un elevado número de histidinas (12 de 43 aminoácidos), 
aminoácido bien conocido por su afinidad por los metales. Dominios ricos en histidinas se 
encuentran también en proteínas como UreE, HypB y CooJ, que son chaperonas encargadas de 
llevar el Ni2+ hasta la ureasas e hidrogenasas (Ragsdale, 1998), o en proteínas de transporte de 
metales como CnrT o de la familia CDF (Nies, 2003). Para comprobar que este dominio era 
capaz de unir metales construimos un plásmido en el que el extremo carboxilo terminal 
hidrofílico de la proteína NrsD (del aminoácido 403 al 446) se fusionó a la proteína GST 
(pGEX-C-NrsD). Purificamos las proteínas de fusión GST-C-NrsD y la GST y analizamos su 
capacidad de unir metales mediante cromatografía de afinidad, utilizando la matriz His Bind 
(Novagen) cargada con distintos metales. Mientras la GST no era retenida por la matriz cargada 
con ninguno de los metales, la proteína GST-C-NrsD era retenida por Ni2+, Co2+ y Cu2+ 
(retención ≈ 90%) y en menor medida por Zn2+ (≅ 60%). Esto demostraba que el extremo 
carboxilo terminal de NrsD era capaz de unir metales (figura 12D). 
 
Figura 12. El extremo carboxilo terminal de NrsD une metales. 
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A. Perfil de hidrofobicidad de NrsD.  
B. Representación esquemática de la proteína de fusión GST-C-NrsD. En celeste  se destacan las histidinas. 
C. Unión a distintos metales inmovilizados en la matriz HisBind de Novagen de la GST o GST-C-NrsD. La 
proteínas tras ser sometidas a la cromatografía de afinidad por metales se cargaron en un gel de poliacrilamida al 
12% en condiciones desnaturalizantes. NU, fracción no unida; U, fracción unida. 
D. Cuantificación mediante densitometría del panel superior del experimento mostrado en C. 
 
IV.2.3 Un sistema de dos componentes regula la expresión del operón nrsBACD. 
En orientación opuesta al operón nrs se encontraban dos ORFs con homología a sistemas de 
dos componentes típicamente bacterianos. La primera ORF (sll0797) presentaba homología con 
los factores transcripcionales de la familia OmpR/PhoB, mientras que la segunda (sll0798) es 
homóloga a genes que codifican para histidina quinasas. El codón de parada del gen sll0797 
solapa parcialmente con el de inicio del gen sll0798 sugiriendo que ambos genes forman un 
operón. Su localización y patrón de homología sugerían que podían estar implicados en la 
regulación del operón nrsBACD. 
Para estudiar esto se analizó la expresión de estos genes en respuesta a la presencia de 
distintos metales en el medio. Ambos genes se expresan como una sola unidad transcripcional 
de aproximadamente 2500 nt, confirmando que forman un operón. La transcripción de estos 
genes se induce por la presencia de Co2+ y Ni2+ en el medio, apoyando la hipótesis de que estos 
genes podrían tener un papel regulador en la expresión del operón nrsBACD (figura 13B). Por lo 
que designamos a estos genes nrsR (nickel response system Regulator) y nrsS (nickel response 
system Sensor). Al analizar la cinética de activación de estos genes y la del operón nrsBACD se 
observa que los genes nrsRS se inducen a menores niveles y más lentamente de lo que lo hace el 
operón nrsBACD, algo que concuerda con su posible papel regulador (figura 11B). 
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Figura 13. Construcción y caracterización de los mutantes nrsRS+ y nrsRS-. 
A. Esquema de la región genómica de nrsRS. Se indican la dianas de restricción utilizadas para la construcción de 
la estirpe mutante y para su análisis mediante Southern blot. También se muestran los tamaños de los fragmentos 
esperados y la sonda empleada. 
B. Southern blot de la estirpe nrsRS+, nrsRS- y de la estirpe silvestre. El DNA genómico se digirió con HincII y el 
filtro se hibridó con la sonda indicada en A. Se indican los tamaños de la bandas detectadas. 
C. Northern blot de RNA extraído de cultivos de Synechocystis sp. PCC 6803 expuestos durante 1h a 15 µM de 
CdCl2 (Cd2+), CoCl2 (Co2+), CuSO4 (Cu2+), MgSO4 (Mg2+), ZnSO4 (Zn2+), NiSO4 (Ni2+) o sin tratar (-). El filtro se 
hibridó con una sonda de los genes nrsRS o del gen rnpB como control de carga. 
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D. Crecimiento de las estirpes silvestre y nrsRS+ en presencia de Ni2+. Cultivos de ambas estirpes se diluyeron 5 
veces, con un factor de dilución de 10, y se sembraron en placas de BG11c suplementadas con las 
concentraciones de NiSO4 indicadas. Las placas se cultivaron durante 1 semana antes de ser fotografiadas. 
E. Northern blot de RNA extraído de la estirpe nrsRS+ o de la estirpe silvestre, expuestas durante 1h a 15µM de 
CoCl2 (Co2+), NiSO4 (Ni2+) o sin tratar (-). El filtro se hibridó con las sondas de los genes nrsB y rnpB. 
 
Para confirmar el papel de estos genes en la regulación del operón nrsBACD y en la 
resistencia a Ni2+, generamos estirpes mutantes en ellos. Para esto transformamos la estirpe 
silvestre con los plásmidos pNIQ9+ y pNIQ9-, generándose así las estirpes nrsRS+ y nrsRS- 
(figura 13 A y B). 
La estirpe nrsRS+ presentaban una tolerancia reducida a la presencia de Ni2+ en el medio pero 
no a la de Co2+ (figura 13D y datos no mostrados). Esto confirmó el papel de estos genes en la 
resistencia a Ni2+. La sensibilidad de las estirpes nrsRS+ es debida a que no inducen la expresión 
del operón nrsBACD en respuesta a la presencia de Ni2+ o Co2+ en el medio (figura 13E).  
IV.2.4 Análisis de los promotores nrsRS y nrsBACD. 
La región intergénica de 118 pb entre los operones nrsRS y nrsBACD debía contener los 
promotores responsables de la inducción de estos genes en respuesta a Ni2+ y Co2+. Para estudiar 
esto analizaron los inicios de transcripción de los operones nrsRS y nrsBACD mediante 
experimentos de extensión del cebador (figura 14). 
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Figura 14. Caracterización de los promotores de los operones nrsRS y nrsBACD. 
A. Análisis mediante experimentos de extensión de cebador de RNA total de las estirpes silvestre, nrsRS+ y 
nrsRS- tras ser tratadas con 17 µM de NiSO4 durante 2h  utilizando el oligonucleótido NIA1. Se muestra también 
una reacción de secuenciación realizada con el mismo oligonucleótido sobre el plásmido pNIQ5- . 
B. Análisis mediante experimentos de extensión de cebador de RNA total de las estirpes silvestre, nrsRS+ y 
nrsRS- tras ser tratadas con 17 µM de NiSO4 durante 2h utilizando el oligonucleótido NIW3. Se muestra también 
una reacción de secuenciación con el mismo oligonucleótido sobre el plásmido pNIQ5-. 
C. Secuencia de la región intergénica nrsRS-nrsBACD. Se muestran los inicios de la transcripción identificados en 
Ay B (flechas; en negro el inicio constitutivo y en verde los inicios inducibles). También se muestran las 
putativas cajas –10 (recuadradas) y las repeticiones directas (en rojo y azul) que podrían ser los sitios de unión de 
NrsR. 
 
El operón nrsBACD se expresa desde dos promotores: uno constitutivo cuyo inicio se 
encuentra a 49 pb del ATG y otro inducible por la presencia de Ni2+ en el medio, cuyo inicio se 
encuentra a 33 pb del ATG del operón (figura 14A). A 7 pb del inicio constitutivo y a 6 pb del 
inicio inducible se pueden reconocer putativas cajas –10 en las formas TTTCAT y CAGACT 
respectivamente. Para ninguno de los casos se pueden identificar cajas –35. En el caso del 
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promotor inducible existe una repetición directa en la forma GAT/ATTTCA separada por 3 pb 
que sustituye a la caja –35 (marcada en rojo en la figura 14C).  
El operón nrsRS se expresa desde un solo promotor, cuyo inicio de la transcripción está a 10 
pb del ATG del gen nrsR (figura 14B). A 5 pb del promotor se puede identificar una caja –10 en 
la forma CGTTAT aunque no existen cajas –35. En su lugar existe una repetición directa en la 
forma GAAT/ATCA/T a 22 pb de la caja –10, y que coincide con la repetición directa del 
promotor de nrsBACD (marcada en azul en la figura 14C) pero en la cadena complemetaria. 
La expresión de los promotores inducibles de los operones nrsBACD y nrsRS, desaparece en 
las estirpes nrsRS+ y nrsRS-, demostrando que son dependientes de la presencia del sistema 
NrsRS para ser activados (figura 14 A y B) y confirmándose así los datos obtenidos mediante 
Northern blot (figura 13E). Sin embargo, el inicio constitutivo del operón nrsBACD se mantiene 
indicando que este no es dependiente del sistema NrsRS, puede que para asegurar que cualquier 
traza de Ni2+ libre en el citosol sea transportado al exterior. 
IV.2.5 NrsR se une a la región intergénica nrsRS-nrsBACD. 
La proteína NrsR pertenece a la subfamilia de factores transcripcionales PhoB/OmpR. Su 
extremo amino terminal contiene un típico dominio aceptor y el extremo carboxilo terminal 
contiene un dominio de unión al DNA del tipo de hélice-giro-hélice alado (figura 15A). Para 
analizar la unión de este factor transcripcional a los promotores de los genes bajo su control 
purificamos una versión recombinante de la proteína NrsR, con una secuencia de seis histidinas 
en su extremo amino terminal para facilitar la purificación (figura 15B). Esta proteína no se unía 
a la región intergénica nrsRS-nrsBACD (figura 15C), incluso tras haber sido incubada en 
presencia de 100 mM de acetilfosfato (datos no mostrados), un compuesto de bajo peso 
molecular capaz de fosforilar a otros reguladores de respuesta (Pruss, 1998; Ames, et al., 1999; 
Da Re, et al., 1999). Se sabe que en muchos reguladores de respuesta el dominio aceptor 
funciona como un represor de la actividad del dominio efector, y que al fosforilarse esta 
represión se libera. Para ver si este era el caso, construimos una versión mutante del gen nrsR en 
el que se habían delecionado los nucleótidos que codifican para los 117 primeros aminoácidos 
(el dominio aceptor completo) y purificamos esta versión mutante, NrsR∆N, de la misma forma 
que la proteína silvestre (figura 15B). Analizamos la unión de esta proteína a la región 
intergénica nrsRS-nrsBACD mediante ensayos de retardo en gel y comprobamos que esta 
versión si se unía a esta región de forma específica (figura 15C). 
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Figura 15. Unión de NrsR a los promotores nrs. 
A. Representación esquemática de los dominios de NrsR y NrsR∆N. 
B. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes de las proteínas NrsR y NrsR∆N 
purificadas. Se muestran también los patrones de tamaño en kDa. 
C. Ensayo de retardo en gel de poliacrilamida de una sonda de 151 pb conteniendo los promotores nrsRS y 
nrsBACD por las proteínas NrsR (izquierda) y NrsR∆N (derecha). La sonda se sintetizó mediante PCR con los 
oligonucleótidos NIP1-NIP2 y se marcó radiactivamente con Klenow como de describe en la sección II.2.14 de 
materiales y métodos. 
 
Los factores transcripcionales de la subfamilia PhoB/OmpR se unen al DNA en secuencias 
específicas repetidas que se disponen en tándem (Harlocker, et al., 1995; Harrison-
McMonagle, et al., 1999). Motivos con la secuencia GAT/ATTTCA se pueden reconocer en 
sustitución de las cajas –35 del promotor de los genes nrsRS y del promotor inducible de 
nrsBACD (figura 14C). Ésta es la disposición típica para cajas de unión de activadores 
transcripcionales que se unen a repeticiones directas en el DNA, como son los de la familia 
PhoB/OmpR. La mayor distancia entre la caja –10 y el sitio de unión de NrsR en el promotor 
de los genes nrsRS puede explicar la menor inducción de estos genes (figura 11B). 
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IV.2.6 El dominio periplásmico de NrsS presenta homología con la metilCoM 
reductasa. 
La proteína codificada por el gen nrsS (sll0797) presenta homología con histidina quinasas 
ortodoxas. Su extremo amino terminal constituye probablemente un dominio sensor, mientras 
que el extremo carboxilo terminal constituye un dominio histidina quinasa típico. El dominio 
amino terminal contiene dos putativas regiones transmembrana (formadas por los aminoácidos 
14 a 34 y 187 a 214) que flanquean a un dominio de 153 aminoácidos (del aminoácido 35 al 
186) que quedaría en el periplasma. El análisis de la secuencia de este dominio periplásmico 
mostró que presentaba una elevada similitud con la subunidad α de la metil CoM reductasa, una 
enzima implicada en el paso final de la metanogénesis (figura 16). Esta enzima cataliza la 
reducción de la metilCoM hasta metano y uno de los grupos prostéticos que contiene es la 
coenzima F430, un anillo tetrapirrólico que contiene un átomo de Ni2+. En esta enzima el Ni2+ de 
la coenzima F430 es coordinado, además de por el anillo tetrapirrólico, por un residuo de Gln 
axial de la subunidad α de la proteína y un grupo SH de la coenzima B (Ermler, et al., 1997; 
Wattt y Ludden, 1999). La región encargada de unir este grupo prostético es precisamente la que 
alinea con el dominio periplásmico de NrsS (figura 16), lo que sugiere que la proteína podría 
detectar el Ni2+ mediante su unión a un anillo tetrapirrólico. 
 
 
Figura 16. Alineamiento del dominio periplásmico de NrsS. 
El dominio periplásmico de NrsS se alineó con los dominios de unión al factor F430 de la metil-CoM reductasas de 
Methanococcus voltae (metvo), Methanosarcina barkei (barker) y Methanopyrus kandleri (metka). El residuo de 
glutamina implicado en la coordinación del átomo de Ni2+ se marca con una flecha. Los aminoácidos idénticos se 
indican con * y los cambios conservativos se marcan con : o . tal y como se definen por el programa CLUSTAL 
X. 
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IV.3 Resistencia a arsénico en Synechocystis sp. PCC 6803. 
El análisis del genoma nos permitió identificar 4 ORFs que podrían estar implicadas en la 
resistencia a arsénico en Synechocystis sp. PCC 6803. Tres de ellas se encuentran adyacentes en 
el genoma slr0944, slr0945 y slr0946 y sus productos presentan homología con las proteínas 
ArsB de Bacillus subtilis, ArsH de Yersinia enterocolitica y ArsC de Staphylococcus aureus 
(figura 17). Por otra parte, la ORF sll1957 presenta homología con factores transcripcionales de 
la familia ArsR/SmtB, que son los implicados en la regulación de los operones de resistencia a 
arsénico en otras bacterias (Rosenstein, et al., 1994; Shi, et al., 1994; Busenlehner, et al., 2003). 
Aunque en el genoma existe otro homólogo a ArsR, ZiaR, este es el represor del sistema de 
resistencia a Zn2+ de Synechocystis sp. PCC 6803 (Thelwell, et al., 1998), descartándose en 
principio para estar implicado en la resistencia a arsénico. 
 
 
Figura 17. Esquema del operón arsBHC. 
 
La liberación de la secuencia de los plásmidos de Synechocystis sp. PCC 6803 en el año 2003 
(Kaneko, et al., 2003) permitió la posterior identificación de dos ORF, idénticas entre sí, 
(slr6037 en el plásmido pSYSX y sll5104 en el plásmido pSYSM) con homología a arseniato 
reductasas de la familia de ArsC de E. coli. En el plásmido pSYSM se encuentra también una 
ORF (sll5035) cuyo producto presenta homología con factores de la familia ArsR/SmtB, aunque 
su papel no ha sido analizado en este trabajo (Kaneko, et al., 2003). 
IV.3.1 El gen slr0944 (arsB) codifica un transportador de AsIII/SbIII. 
El producto del gen slr0944 presenta homología con ArsB de Bacillus subtilis y ACR3p de 
Saccharomyces cerevisiae y algunas proteínas de arquebacterias de función desconocida. Estas 
proteínas, a diferencia de ArsB de E. coli, no se asocian a ATPasas dependientes de AsIII para 
transportar este ion, sino que usan exclusivamente el gradiente de protones para el transporte. 
Una característica que las diferencia es que contienen 10 segmentos transmembrana (figura 18), 
en vez de los 12 que contiene ArsB de E. coli. Para demostrar el papel de este gen en la 
resistencia a arsénico, generamos estirpes mutantes mediante la inserción del casete de 
resistencia a Km, C.K1, para lo cual transformamos la estirpe silvestre con el plásmido 
pARSB2+, generando así la estirpe arsB+ (figura 19A y B). 
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Figura 18. Perfil de hidrofobicidad de ArsB. 
El perfil de hidrofobicidad se generó mediante el algoritmo de Kyte-Doolittle, incluido en el programa DNA 
Strider™ 1.3. Con números romanos se indican los segmentos transmembrana. 
Los mutantes arsB+ son sensibles a la presencia de AsV, AsIII y SbIII (figura 19C). Estos datos 
confirman el papel de esta proteína en la resistencia a arsénico en Synechocystis sp. PCC 6803. 
Además éste es el primer caso en el que una proteína de esta familia está implicada en la 
resistencia a SbIII. 
 
Figura 19. Construcción y caracterización del mutante arsB+. 
Resultados            ____               _____________        ____        __        _      ____              _        _______ 
 97 
A. Esquema de la región genómica de arsB. Se indican la dianas de restricción utilizadas para la construcción de 
la estirpe mutante y para su análisis mediante Southern blot. También se muestran los tamaños de los fragmentos 
esperados y la sonda empleada. 
B. Southern blot de tres clones de la estirpe arsB+ y de la estirpe silvestre. El DNA genómico se digirió con DraI 
y el filtro se hibridó con la sonda indicada en A. Se indican los tamaños de la bandas detectadas. 
C. Crecimiento de las estirpes silvestre y arsB+ en presencia de AsV, AsIII o SbIII. Cultivos de ambas estirpes se 
diluyeron 4 veces, con un factor de dilución de 10, y se sembraron en placas de BG11c, pero sin el fosfato 
presente en el BG11c, suplementadas con 100 mM de Na2HAsO4 (AsV), 1 mM de NaAsO2 (AsIII), 200 µM de 
tartrato de antimonio potásico (SbIII, C4H4KO7Sb) o sin suplementar (control). Las placas se incubaron durante 1 
semana antes de ser fotografiadas. 
 
IV.3.2 El gen slr0945 (arsH) codifica para una flavoproteína. 
 
El producto de este gen codifica una proteína con homología con ArsH de Yersinia 
enterocolitica y Acidothiobacillus ferrooxidans (también denominado Thiobacillus 
ferrooxidans). El papel de esta proteína es desconocido, puesto que en Y. enterocolitica es 
esencial para la resistencia a arsénico (Neyt, et al., 1997), mientras que el gen de A. ferroxidans 
no tiene ningún efecto cuando se expresa en E. coli (Butcher, et al., 2000). 
 
Figura 20. Construcción y caracterización de los mutantes arsH+/-. 
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A. Esquema de la región genómica de arsH. Se indican la dianas de restricción utilizadas para la construcción de 
la estirpe mutante y para su análisis mediante Southern blot. También se muestran los tamaños de los fragmentos 
esperados y la sonda empleada. 
B. Southern blot de las estirpes arsH+, arsH- y de la estirpe silvestre. El DNA genómico se digirió con HincII y el 
filtro se hibridó con la sonda indicada en A. Se indican los tamaños de la bandas detectadas. 
C. Crecimiento de las estirpes silvestre, arsH+ y arsH- en presencia de AsV, AsIII o SbIII. Cultivos de ambas 
estirpes se diluyeron 4 veces, con un factor de dilución de 10, y se sembraron en placas de BG11c, pero sin el 
fosfato presente en el BG11c, suplementadas con 100 mM de Na2HAsO4 (AsV), 1 mM de NaAsO2 (AsIII), 200 µM 
de tartrato de antimonio potásico (SbIII, C4H4KO7Sb) o sin suplementar (control). Las placas se cultivaron durante 
1 semana antes de ser fotografiadas. 
 
Para aclarar su papel en Synechocystis sp. PCC 6803 generamos mutantes en este gen 
insertando el casete de resistencia a Km, C.K1, en las dos orientaciones respecto al gen arsH, 
mediante la transformación de la estirpe silvestre con los plásmidos pARSHC2+ y pARSHC2- 
generándose así las estirpes arsH+ y arsH- (figura 20A y B). El fenotipo de las estirpes depende 
de la orientación de la transcripción del gen de resistencia a Km usado: los mutantes en los que 
el gen se transcribe en el mismo sentido que el gen (arsH+) se comportan como la estirpe 
silvestre, mientras que en los que el gen se transcribe en sentido opuesto (arsH-) se comportan 
como la estirpe arsC- (figura 20C; ver más abajo; sección IV.3.3), lo que sugiere que el fenotipo 
es debido a un efecto polar sobre la transcripción del gen arsC. 
 
Para intentar estudiar el papel de esta proteína, clonamos el gen arsH en el véctor de 
expresión pET28 y purificamos la proteína recombinante con una secuencia de seis histidinas en 
el extremo amino terminal. Durante la purificación observamos que la proteína presentaba un 
color amarillo típico de las flavoproteínas. El espectro de absorción de la proteína ArsH se 
muestra en la figura 21 y como se puede observar es el típico de una flavoproteína con dos 
máximos de absorción a 375 nm y 452 nm y un hombro en torno a 480 nm. Estos máximos de 
absorción se pueden considerar debidos a interacciones hidrofóbicas de la flavina con la 
apoproteína. Cuando se añadió a la solución conteniendo ArsH un exceso de ditionito, se 
observo una disminución de la absorbancia en el espectro correspondiente a la región de las 
longitudes de onda visibles, con una desaparición del máximo a 452 nm típico de la reducción 
de la flavina (figura 21 trazo rojo). 
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Figura 21. Espectros de ArsH. 
El espectro de absorción de ArsH 6 µM en tampón HEPES NaOH pH 8 100 mM (trazo azul). Se muestra también 
el espectro obtenido tras añadir una cantidad saturante de ditionito potásico (trazo rojo) a la preparación anterior. 
 
 
Para determinar el tipo de flavina unida a la proteína se realizó su extracción y posterior 
análisis mediante HPLC. La flavina extraída de ArsH eluye con el mismo tiempo de retención 
que el FMN (figura 22), lo que demuestra que ésta es la flavina que se encuentra unida en su 
estado nativo a ArsH recombinante. La cuantificación de las concentraciones de flavinas 
extraídas de distintas preparaciones de ArsH y su comparacion con patrones de concentracion 
conocidas de FMN daba una estequiometría de 1,245±0,026 (n=3) moléculas de 
FMN/moléculas de ArsH. Este dato sugiere que ArsH contiene una molécula de FMN. 
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Figura 22. Análisis mediante HPLC de la flavina unida a ArsH. 
La flavina unida a ArsH se extrajo mediante calentamiento y se analizó mediante HPLC como se describe en 
materiales y métodos. La flavina (morado) extraída de ArsH eluye con el mismo tiempo de retención que el FMN 
(rojo). Se muestra también el perfil elución del FAD (verde). 
 
Al comparar la secuencia de aminoácidos de ArsH en las bases de datos, además de proteínas 
anotadas como ArsH, con una menor homología aparecen proteínas caracterizadas como 
quinona reductasas. De hecho la proteína presenta actividad quinona reductasa dependiente de 
NADPH pero no de NADH  (figura 23A) en el ensayo estándar para estas proteínas, en el que se 
utiliza el DCPIP como aceptor de electrones (Sparla, et al., 1999). La actividad se ensayó 
también utilizando distintas quinonas como aceptores de electrones siguiendo el consumo de 
NADPH (figura 23B). ArsH presenta actividad con todas las quinonas, a excepción de la 
benzoquinona (trazo naranja) que parece no ser reducida en estas condiciones, siendo la 
velocidad inicial muy parecida. Cuando usamos la duroquinona, aunque inicialmente es 
reducida a la misma velocidad, la reacción se inhibe cuando se ha consumido aproximadamente 
la mitad del NADPH (trazo rojo), probablemente porque el producto que se forma 
(probablemente la duroquinona reducida) afecta a la actividad de la proteína.  
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Figura 23. Actividad quinona reductasa de ArsH 
A. La actividad se ensayó utilizando DCPIP 50 µM como aceptor de electrones y NADH (trazo celeste) o 
NADPH 80 µM (trazo rosa y trazo naranja) como donador de electrones. Se utilizaron 0,45 µg de ArsH excepto 
en el trazo naranja en que se utilizaron 0,09 µg. La actividad se siguió espectrofotométricamente por la reducción 
del DCPIP a 600 nm. Se muestra también ensayos control sin proteína (trazo azul oscuro) o sin NADPH (trazo 
verde) 
B. Actividad quinona reductasa utilizando NADPH 80 µM y 100 µM de distintas quinonas: duroquinona (trazo 
rojo), benzoquinona (trazo naranja), 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (trazo azul), dimetil-p-benzoquinona (trazo 
morado), DBMIB (trazo azul claro) o sin añadir quinonas (trazo verde). También se muestra un experimento 
control en el que se omitió la proteína en presencia de 100 µM de DBMIB (trazo negro). 
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IV.3.3 El gen slr0946 (arsC) codifica para una arseniato reductasa con 
características únicas. 
El producto del gen slr0946 codifica una proteína con homología a arseniato reductasas 
dependientes de tiorredoxinas (42% identidad con la enzima de Staphylococcus), como ArsC de 
Bacillus subtilis o Staphylococccus aureus, que están relacionadas con las fosfatasas de bajo 
peso molecular. Estas proteínas catalizan la reducción de AsV a AsIII, para que éste sea 
transportado por ArsB, utilizando para ello electrones provenientes de las tiorredoxinas.  
 
 
Figura 24. Construcción y caracterización del mutante arsC-. 
A. Esquema de la región genómica de arsC. Se indican las dianas de restricción utilizadas para la construcción de 
la estirpe mutante y para su análisis mediante Southern blot. También se muestran los tamaños de los fragmentos 
esperados y la sonda empleada. 
B. Southern blot de la estirpe arsC- y de la estirpe silvestre. El DNA genómico se digirió con BstEII y el filtro se 
hibridó con la sonda indicada en A. Se indican los tamaños de la bandas detectadas. 
C. Crecimiento de las estirpes silvestre o arsC- en presencia de AsV, AsIII o SbIII. Cultivos de ambas estirpes se 
diluyeron 4 veces, con un factor de dilución de 10, y se sembraron en placas de BG11c, pero sin el fosfato 
presente en el BG11c, suplementadas con 100 mM de Na2HAsO4 (AsV), 1 mM de NaAsO2 (AsIII) o 200 µM de 
tartrato de antimonio potásico (SbIII, C4H4KO7Sb) o sin suplementar. Las placas se incubaron durante 1 semana 
antes de ser fotografiadas. 
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Generamos mutantes en este gen transformando la estirpe silvestre con el plásmido pARSC2- 
generándose así las estirpes arsC- (figura 24A y B). Analizamos su crecimiento en presencia de 
AsV y AsIII. Estos mutantes son sensibles a la presencia de AsV pero no de AsIII indicando que 
este gen es esencial para la resistencia a AsV y que codifica por lo tanto para una arseniato 
reductasa (figura 24C). 
Aunque la proteína pertenece a la familia de arseniato reductasas dependientes de 
tiorredoxinas, la proteína carece de actividad arseniato reductasa dependiente de tiorredoxina 
pero presenta actividad dependiente de glutarredoxinas (Li, et al., 2003) y ver más adelante; 
sección IV.3.7). 
 
IV.3.4 Regulación transcripcional del operón arsBHC. 
Los genes arsB, arsH y arsC se encuentran ligados y en la misma dirección en el genoma, 
aunque separados por regiones espaciadoras de 152 pb entre arsB y arsH y de 90 pb entre arsH 
y arsC. Puesto que estos genes estaban implicados en la resistencia a arsénico estudiamos su 
regulación transcripcional (figura 25). 
Utilizando sondas específicas de cada gen analizamos su expresión en respuesta a la adición 
de las distintas formas de los elementos del grupo 15 del sistema periódico a una concetración 
final de 1 mM durante 1 h. Los tres genes se expresan en respuesta a la presencia de Na2HAsO4 
(AsV), óxido de arsénico (As2O3), NaAsO2 (AsIII,), tartrato de antimonio potásico (SbIII, 
C4H4KO7Sb), nitrato de bismuto (BiIII, Bi(NO3)3) pero no en respuesta a ácido fosforoso (PIII, 
H3PO3), siendo el AsIII y el SbIII los mejores inductores. El tamaño del RNA detectado por las 
tres sondas es de aproximadamente 2700 nt, que es el tamaño esperado para la cotranscripción 
de estos genes formando un operón (figura 25A). 
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Figura 25. Regulación transcripcional del operón arsBHC. 
A. Northern blot de RNA extraídos de cultivos expuestos durante 1 h a 1 mM de ácido fosforoso (PIII, H3PO3), 
1mM Na2HAsO4 (AsV), óxido de arsénico (As2O3), NaAsO2 (AsIII,), tartrato de antimonio potásico (SbIII, 
C4H4KO7Sb), nitrato de bismuto (BiIII, Bi(NO3)3), o sin suplementar (-). El filtro se hibridó con sondas específicas 
de los genes arsB, arsH y arsC. 
B. RNA total de células de Synechocystis sp. PCC 6803 expuestas durante 1h a 1mM Na2HAsO4 (AsV), NaAsO2 
(AsIII) o sin suplementar (-) analizado mediante experimentos de extensión del cebador utilizando el 
oligonucleótido ARSB1. Se muestra también las reacciones de secuencia realizadas por el método de Sanger con 
el mismo oligonucleótido sobre el plásmido pARSB1. 
 C. Secuencia de la región promotora del operón arsBHC. Se indica el inicio de la transcripción (una flecha), las 
repeticiones directas que son el sitio de unión de ArsR (en rojo) y las posibles cajas –10 y –35 del promotor. 
 
Al analizar las curvas de dosis-respuesta, utilizando sondas para los genes arsB y arsC, 
pudimos observar un fuerte efecto polar en la transcripción del operón arsBHC (figura 26; 
nótese el cambio en la escala de la gráfica). Además, se hace patente que el AsIII es mucho mejor 
inductor que el AsV, probablemente porque éste tiene que ser reducido para llevar a cabo la 
inducción (ver más adelante), y sólo algo mejor que el SbIII. 
Mediante experimentos de extensión de cebador hemos determinado el inicio del transcrito 
del operón arsBHC, el cual se encuentra a 23 pb del codón iniciador del gen arsB (figura 25B). 
A las distancias adecuadas se pueden identificar cajas –10 y –35 típicas de promotores 
bacterianos reconocidos por la RNA polimerasa dependiente del factor sigma vegetativo. 
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Existen también dos repeticiones directas de 17 pb, en la forma ATCAAGTTTTTTTGAT, entre 
las cajas –10 y –35 y entre la caja –10 y el ATG iniciador, que contienen una secuencia 
palindrómica en la forma ATCAAN6TTGAT que podrían ser el sitio de unión de una proteína 
para reprimir la transcripción (figura 25C). 
 
 
Figura 26. Efecto de la concentración del metal en la regulación del operón arsBHC. 
Las concentraciones indicadas de Na2HAsO4 (AsV), NaAsO2 (AsIII) y de tartrato de antimonio potásico (SbIII) se 
añadieron a cultivos de Synechocystis sp. PCC 6803 en fase exponencial durante 1h , se extrajo el RNA y se 
analizó mediante Northern blot. Los filtros se hibridaron con una sonda del gen arsB (A) o del gen arsC (B) y 
posteriormente con una del gen rnpB como control de carga. La señales se normalizaron y se representaron en las 
gráficas. 
 
IV.3.5 El gen sll1957 (arsR), un represor de la familia ArsR/SmtB, regula al 
operón arsBHC. 
Como se ha comentado antes, el genoma de Synechocystis sp. PCC 6803 codifica 2 proteínas 
homólogas a ArsR/SmtB. Proteínas de esta familia son las encargadas de regular los genes de 
resistencia a arsénico en otros organismos por lo que decidimos analizar el papel de esta ORF, 
sll1957, en la resistencia a arsénico.  
Generamos estirpes mutantes en este gen insertando el casete de resistencia a Cm, C.C1, 
transformando la estirpe silvestre con el plásmido pARSR2+ generándose así las estirpes arsR+ 
(figura 27A y B). Los mutantes arsR+ no presentan ningún fenotipo relacionado con los niveles 
de resistencia a la presencia de arsénico en el medio (datos no mostrados), aunque expresan 
constitutivamente el operón arsBHC (figura 27C), indicando que el producto codificado por este 
gen es el represor del operón arsBHC por lo que denominamos a este gen arsR. 
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Figura 27. Construcción y caracterización del mutante arsR+. 
A. Esquema de la región genómica de arsR. Se indican la dianas de restricción utilizadas para la construcción de 
la estirpe mutante y para su análisis mediante Southern blot. También se muestran los tamaños de los fragmentos 
esperados y la sonda empleada. 
B. Southern blot de cuatro clones de la estirpe arsR+, y de la estirpe silvestre. El DNA genómico se digirió con 
XmnI y el filtro se hibridó con la sonda indicada en A. Se indican los tamaños de la bandas detectadas. 
C. Northern blot de RNA extraído de cultivos de la estirpe arsR+ expuestos durante 1 h a 1 mM de Na2HAsO4 
(AsV), NaAsO2 (AsIII), tartrato de antimonio potásico (SbIII, C4H4KO7Sb), o sin suplementar (-). El filtro se 
hibridó con la una sonda del gen arsB o del gen rnpB como control de carga. 
 
Para confirmar el papel de esta proteína en la regulación del operón arsBHC la fusionamos a 
MalE y purificamos la proteína recombinante MalEArsR (figura 28). Tras la digestión con la 
proteasa específica factor Xa se separaban dos polipéptidos: uno correspondía al dominio de 
unión a la maltosa de MalE y el otro a la proteína ArsR en la que los dos primeros aminoácidos 
(MK) se han sustituido por la secuencia de aminoácidos ISEF. Esta proteína la utilizamos para 
ensayos de retardo en gel utilizando una sonda de la región promotora de arsBHC. En los geles 
se pueden apreciar hasta 4 complejos ArsR-DNA, aunque la región parece contener sólo dos 
sitios de unión para ArsR y los complejos adicionales pueden deberse a interacciones proteína-
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proteína. La interacción entre ArsR y el DNA se ve disminuida en presencia de AsIII o SbIII, pero 
no en presencia de AsV, indicando que las formas de estos metaloides con valencia 3+ son los 
inductores in vivo y que son detectados directamente por la proteína ArsR (figura 28D). 
 
 
Figura 28. Unión de ArsR al promotor arsBHC. 
A. Representación esquemática de la proteína de fusión MalEArsR. El sitio de corte de la proteasa factor Xa se 
indica con una flecha. 
B. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes de la proteína MalEArsR purificada 
antes y después de ser digerida con la proteasa específica factor Xa. Se muestran también los patrones de tamaño 
indicándose su tamaño en kDa. 
C. Un fragmento de 106 pb, conteniendo el promotor arsBHC, sintetizado mediante PCR con los oligos ARSB7 y 
ARSB8 marcado radiactivamente con Klenow, como se describe en la sección de materiales y métodos, (aprox. 1 
ng) se utilizó para ensayos de retardo en gel utilizando cantidades crecientes de ArsR (30 ng a 1,2 µg). Con 
números romanos se indican los complejos ArsR-DNA. 
D. 0,3 µg de ArsR se utilizaron para ensayos de retardo en gel como en C pero en presencia de 1 mM de AsV, AsIII 
y SbIII o sin añadir metal (-). 
 
                                                                                                          Resistencia a metales en Synechocystis 
 108 
Mediante ensayos de protección frente a DNAsa I determinamos una región protegida de 51 
pb en la cadena codificante (desde el nucleótido –34 hasta +17 respecto al inicio de la 
transcripción) y de 52 pb (desde –36 hasta +16) en la no codificante (figura 29; indicada con las 
barras negras). Esta región contiene las secuencias palindrómicas que se comentaron en el 
apartado anterior que se encuentran entre las cajas –35 y –10 y entre la caja –10 y el ATG del 
gen (figura 29B). Esto confirma que esos son los sitios de unión de ArsR. 
 
 
Figura 29. Protección frente a DNAsa I de la región promotora de arsBHC por ArsR. 
A. Ensayo de protección frente a DNAsa I con cantidades crecientes de ArsR (0,025, 0,063, 0,126 y 0,252 µg). La 
sonda, de 237 pb, se sintetizó utilizando los oligonucleótidos ARSB9 y ARSB10 y se marco con Klenow como se 
describe en materiales y métodos. Las reacciones de unión se incubaron durante 30´ y fueron digeridas con 1 U 
de DNAsa I durante 1 min. Se muestran también reacciones de secuenciación (G) realizadas por el método de 
Maxam y Gilbert. 
B. Secuencia de la región promotora del operón arsBHC. Se indica el inicio de la transcripción (una flecha), las 
repeticiones directas que son el sitio de unión de ArsR (en rojo) y la región protegida en ensayos de protección 
contra DNAsaI por ArsR (barras negras). 
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IV.3.6 Los genes sll5104 (arsI1) y slr6037 (arsI2) codifican una arseniato 
reductasa adicional en Synechocystis sp. PCC 6803. 
 
La inspección de la secuencia de los plásmidos endógenos de Synechocystis sp. PCC 6803 
reveló la existencia de dos ORFs, idénticas entre sí (99 % a nivel de nucleótidos e idénticas a 
nivel de proteínas), cuyos productos presentaban homología con arseniato reductasas de la 
familia de ArsC de E. coli (48% de identidad) (Kaneko, et al., 2003). Estas arseniato reductasas 
utilizan el glutatión y las glutarredoxinas como fuente de electrones para llevar a cabo la 
reducción del AsV hasta AsIII (Oden, et al., 1994). Los dos genes se encuentran en una región 
repetida en los plásmidos pSYSM y pSYSX que contiene dos ORF adicionales cuyos productos 
presentan homología con deaminasas de citidina (sll5107 y slr6034) y con proteínas ParA 
(slr5104 y sll6036), implicadas en la correcta segregación de los plásmidos. Existe una región 
intergénica larga (de 395 pb) entre el gen parA y los genes sll5104 y slr6037. Designamos a 
estos genes arsI1 y arsI2 respectivamente, ya que ésta es la siguiente letra libre, tras arsH, en la 
serie de los genes de resistencia a arsénico. 
 
Para estudiar el papel de esta arseniato reductasa adicional generamos mutantes mediante la 
inserción de casete de resistencia a antibióticos en este gen. Las distintas estirpes obtenidas, el 
plásmido utilizado para su construcción y la estirpe sobre la que se ha construido se detallan en 
la tabla 9. La estrategia utilizada para obtener el fragmento del plásmido pSYSX con una 
deleción de gen arsI2 utilizado para la construcción de los mutantes ∆arsI2 se muestra en la 
figura 30. 
 
Los mutantes simples en los genes arsI se obtuvieron transformando la estirpe silvestre con 
los plásmidos pARSI2+ y pARSI2-, generandose así las estirpes arsI1Sp+ o arsI2Sp+ y arsI1Sp- 
o arsI2Sp-. También transformamos la estirpe arsC- con el plásmido pARSI4+ obteniendose las 
estirpes arsC-arsI1Cm+ o arsC-arsI2Cm+. La mutación de cada uno de los genes por separado 
se produjo con la frecuencia habitual en Synechocystis sp. PCC 6803 (con una frecuencia de 
66% de inserciones en arsI1 y 33% en arsI2, con un total de 15 clones escrutados sobre los 
fondos silvestre o arsC-). 
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Figura 30. Síntesis mediante PCR de un fragmento de DNA del plásmido pSYSX con una deleción 
del gen ∆arsI2. 
Se amplificaron las regiones flanqueantes del gen arsI2 mediante PCR utilizando los pares de oligonucleótidos 
ARSI1-ARSI8 y ARSI7-NIY3. Los oligonucleótidos ARSI7 y ARSI8 son complementarios en sus regiones 5´ 
(15 nt; amarillo en la figura) lo que permite posteriormente que los fragmentos amplificados hibriden en esa 
región. El fragmento amplificado en el último paso (∆arsI) se clonó en pGEMT generando pARSI6+ y 
posteriormente se insertaron casetes de resistencia a antibióticos en la diana NcoI de la región promotora de arsI2 
generándose los plásmidos pARSI8+, pARSI8-, pARSI9+ y pARSI9-. 
 
Tabla 9. Mutantes en los genes arsI. 
Estirpe Genotipo 
ORF 
mutada 
Construida por 
transformación con el 
plásmido 
Resistencia 
arsI1Sp+/- arsI1::SpΩ sll5104 pARSI2+/- Sp 
arsI2Sp+/- arsI2::SpΩ slr6037 pARSI2+/- Sp 
∆arsI2Sp+/- ∆arsI2::SpΩ slr6037 pARSI8+/- Sp 
arsI1Sp+ 
∆arsI2Cm+ 
ars1I::SpΩ ∆arsI2::C.C1 
slr6037 y 
sll5104 
pARSI9+ sobre un fondo 
arsISp+ 
Sp Cm 
arsC- 
arsI1Cm+ 
arsC::C.K1 arsI1::C.C1 
slr0946 y 
slr5104 
pARSI4+ sobre un fondo 
arsC- 
Km Cm 
arsC- 
∆arsI2Sp+/- 
arsC::C.K1 ∆arsI2::SpΩ 
slr0946 y 
slr6037 
pARSI8+/- sobre un fondo 
arsC- 
Km Sp 
arsC- 
arsI1Cm+ 
arsC::C.K1- 
arsI1::C.C1+∆arsI2::SpΩ 
slr0946, 
slr6037 y 
pARSI8+/- sobre un fondo 
arsC-arsICm+ 
Km Cm Sp 
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∆arsI2Sp+ sll5104 
* los signos + y – se refieren a la dirección de la transcripción del gen de resistencia al antibiótico respecto al gen 
en el que se ha insertado. 
 
Para generar mutantes dobles y triples transformamos las estirpes arsI1Sp+ y arsC-arsI1Sp+ 
con el plásmido pARSI4+. Tras escrutar un total 11 transformantes, en ningún caso se 
obtuvieron dobles mutantes en los dos genes arsI, sino que se obtuvieron sustituciones totales o 
parciales de las copias mutadas con la inserción de un casete de resistencia por la de otro, 
incluso cuando durante el proceso de transformación se incluyeron los dos antibióticos para los 
que se estaba seleccionando. Dada la imposibilidad de llevar a cabo la mutagénesis de esa forma 
procedimos a la construcción de plásmidos en los que se eliminó la ORF completa así como 46 
pb de la región 5´ y 45 pb de la región 3´ del gen slr6047 (pARSI8+, pARSI8-, pARSI9+ y 
pARSI9-) forzando a que la recombinación se diese exclusivamente en el plásmido pSYSX 
(figura 30). La recombinación e integración de este plásmido provoca que se genere una 
deleción del gen arsI2 (slr6047). Para obtener mutantes de deleción del gen arsI2 
transformamos la estirpe silvestre con los plásmidos pARSI8+ y pARSI8- generándose las 
estirpes ∆arsI2Sp+ y ∆arsI2Sp-. Para los mutantes dobles en los dos genes arsI, la estirpe 
arsI1Sp+ la transformamos con el plásmido pARSI9+ generándose la estirpe 
arsI1Sp+∆arsI2Cm+. También generamos mutantes triples para lo cual se transformó la estirpe 
arsC-arsI1Cm+ con el plásmido pARSI8+ y se obtuvo la estirpe arsC-arsI1Cm+∆arsI2Sp+. Así 
se obtuvieron mutantes de los genes que codifican arseniato reductasas, en todas las 
combinaciones posibles, que nos han permitido estudiar el papel de las distintas arseniato 
reductasas de Synechocystis sp. PCC 6803 (figura 31). 
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Figura 31. Construcción y comprobación de los mutantes en los genes arsI. 
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A. Esquema de las regiones genómicas de los genes arsI1 y arsI2, así como de la región genómica de arsI2 en los 
mutantes ∆arsI2. Se muestran las dianas de restricción utilizadas para la construcción de los mutantes y para su 
análisis mediante Southern blot. 
B. Southern blot de los mutantes arsI1Sp+/-, arsI2Sp+/- y la estirpe silvestre (izquierda); de las estirpes silvestre, 
arsI1Sp+, ∆arsI2Cm+ y arsI1Sp+∆arsI2Cm+ (centro); de las estirpes arsC-, arsC-arsI1Cm+,arsC∆arsI2Sp+ y 
arsC-arsI1Cm+∆arsI2Sp+ (derecha). El DNA genómico de digirió con NcoI y se hibridó con la sonda que se 
indica en A. 
 
Los mutantes simples arsI1Sp+, arsI1Sp-, arsI2Sp+, arsI2Sp-, ∆arsI2Sp+, ∆arsI2Sp- o los 
mutantes dobles arsI1Sp+∆arsI2Cm+ no presentan ningún fenotipo y se comportan como la 
estirpe silvestre (figura 32 y datos no mostrados). Tanto los mutantes dobles arsC-arsICm+ (la 
mutación de cualquiera los dos genes arsI sobre un fondo arsC- tiene el mismo efecto; datos no 
mostrados), como los mutantes arsC-arsI1Cm+∆arsI2Sp+ presentan una sensibilidad mayor a la 
presencia de AsV en el medio que la estirpes arsC-. Por otro lado, sólo los mutantes triples arsC-
arsI1Cm+∆arsISp+ son más sensibles a la presencia de AsV en presencia de las concentraciones 
normales de fosfato presentes en el medio BG11c (figura 32). Ésto sugiere que aunque el papel 
de estas dos arseniato reductasas es minoritario en la estirpe silvestre, si que tienen un papel 
relevante en ausencia de ArsC. 
 
 
Figura 32. Caracterización de los mutantes arsI. 
Cultivos de las estirpes silvestre, arsC-, arsI1Sp+, arsI2Sp-, ∆arsI2Sp+, arsI1Sp+∆arsI2Cm+, arsC-arsI1Cm+ y 
arsC- arsI1Cm+∆arsI2Sp+ se diluyeron 4 veces, con un factor de dilución de 10, y se sembraron en placas de 
BG11c suplementado con Na2HAsO4 100 mM, con Na2HAsO4 100 mM pero sin el fosfato presente en el BG11c 
o sin suplementar (control). Las placas se cultivaron durante 1 semana antes de ser fotografiadas. 
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IV.3.7 El sistema glutatión/glutarredoxina en la resistencia a arsénico en 
Synechocystis sp. PCC 6803. 
Como se ha indicado anteriormente, las arseniato reductasas presentes en Synechocystis sp. 
PCC 6803 son dependientes del sistema glutatión/glutarredoxina para su actividad como se 
había demostrado para ArsC (Li, et al., 2003) y lo sugería la elevada homología que presentaba 
ArsI con ArsC de E. coli. Nos propusimos por tanto estudiar el papel que tenía el sistema 
glutatión/glutarredoxina en la resistencia a arsénico en Synechocystis sp. PCC 6803. En el 
genoma de Synechocystis sp. PCC 6803 existen 3 ORF cuyos productos presentan homología a 
glutarredoxinas: ssr2061, slr1562 y slr1856 que hemos denominado grxA, grxB y grxC 
respectivamente (figura 37). GrxA y GrxB son ditiólicas, y tienen la secuencia CPFC en su 
centro activo, y se agrupan con las típicamente bacterianas, mientras que GrxC es monotiólica y 
tiene en su centro activo la secuencia CGFS (figura 33). Las glutarredoxinas llevan a cabo dos 
reacciones distintas; la reducción de puentes disulfuro, en un mecanismo en el que están 
implicadas las dos cisteínas del centro activo, y un mecanismo de desglutationilización en el que 
reducen un puente entre una proteína y una molécula de glutatión, y en la que sólo interviene la 
cisteína amino terminal (Fernandes y Holmgren, 2004). Este último es el mecanismo de reacción 
utilizado para reducir a ArsC de E. coli (Shi, et al., 1999). 
 
 
Figura 33. Alineamiento de las glutarredoxinas de Synechocystis sp. PCC 6803. 
Las glutarredoxinas de Synechocystis sp. PCC 6803 se alinearon utilizando el programa CLUSTAL X. En rojo se 
recuadra el sítio activo y en azul el dominio de unión a GSH. Los aminoácidos idénticos se indican con * y los 
cambios conservativos se marcan con : o . tal y como se definen por el programa CLUSTAL X. 
 
Con objeto de estudiar la especificidad de las distintas glutarredoxinas por las arseniato 
reductasas, clonamos los genes arsC y arsI en el véctor de expresión pET24 y los genes grxA, 
grxB y grxC en el véctor de expresión pQE80, que añaden una secuencia de seis histidinas en el 
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extremo carboxilo terminal y amino terminal respectivamente. Purificamos las proteínas 
recombinantes expresadas en E. coli mediante cromatografía de afinidad por Ni2+ (en el caso de 
ArsC) o Co2+ (para el resto de las proteínas) (figura 34).  
 
 
Figura 34. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes de las 
proteínas de ArsC, ArsI, GrxA, GrxB y GrxC.  
5 µg de las proteínas purificadas indicadas se cargaron en un gel de poliacrilamida al 15% en condiciones 
desnaturalizantes. Se muestran también los marcadores de tamaño en kDa.  
Estudiamos la actividad arseniato reductasa utilizando el ensayo acoplado al consumo de 
glutatión por la glutatión reductasa. En primer lugar confirmamos que las dos proteínas 
presentaban actividad arseniato reductasa dependiente de glutatión/glutarredoxina utilizando 
Grx1 de E coli (Calbiochem; figuras 35 y 36 trazos azules continuos), como ya había sido 
descrito para ArsC (Li, et al., 2003) y se podía deducir de la homología que presenta para ArsI. 
Sin embargo, de la tres glutarredoxinas de Synechocystis sp. PCC 6803 únicamente GrxB es 
capaz de llevar a cabo la reacción con ambas reductasas (figuras 35 y 36; trazos verdes), 
mientras que GrxA sólo lo hace con ArsC y en menor medida de lo que lo hace GrxB (figuras 
35 y 36; trazos rojos). Por otro lado, GrxC parece ser totalmente inactiva en estos ensayos 
(figuras 35 y 36; trazos azules discontinuos), aunque este hecho no debe estar relacionado con 
que presente una sola cisteína en su centro activo, puesto que los mutantes monotiólicos de la 
glutarredoxinas de E. coli son capaces de llevar a cabo la reacción (Shi, et al., 1999; Li, et al., 
2003).  
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Figura 35. Actividad arseniato reductasa dependiente de glutarredoxinas de ArsC. 
La actividad arseniato reductasa se ensayó como se describe en la sección II.3.11 de materiales y métodos 
utilizando Grx1 de E. coli (trazo azul), GrxA (trazo rojo), GrxB (trazo verde) y GrxC (trazo azul discontinuo) de 
Synechocystis sp. PCC 6803. Se muestra también un experimento en el que no se ha añadido glutarredoxina a la 
cubeta (trazo rosa). 
 
 
Figura 36. Actividad arseniato reductasa dependiente de glutarredoxinas de ArsI. 
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La actividad arseniato reductasa se ensayo como se describe en la sección II.3.11 de materiales y métodos 
utilizando Grx1 de E. coli (trazo azul), GrxA (trazo rojo), GrxB (trazo verde) y GrxC (trazo azul discontinuo) de 
Synechocystis sp. PCC 6803. Se muestra también un experimento en el que no se ha añadido glutarredoxina a la 
cubeta (trazo rosa). 
 
Puesto que las actividades in vitro eran fundamentalmente llevadas a cabo por GrxB, 
intentamos examinar la especificidad de las distintas glutarredoxinas in vivo. Para ésto 
generamos estirpes mutantes en los tres genes. Para generar los mutantes simples transformamos 
la estirpe silvestre con los plásmidos pGRXA2+, pGRXA2-, pGRXB2+, pGRXB2-, pGRXC2+ 
y pGRXC2- y generamos las estirpes grxA+, grxA-, grxB+, grxB-, grxC+ y grxC- 
respectivamente. Para generar los mutantes dobles transformamos la estirpe grxA+ con los 
plásmidos pGRXB2+ y pGRXC2+ obteniéndose las estirpes grxA+grxB+ y grxA+grxC+, o la 
estirpe grxB+ con el plásmido pGRXC2+ obteniéndose la estirpe grxB+grxC+. Los mutantes 
triples se generaron al transformar la estirpe grxA+grxB+ con el plásmido pGRXC2+ o la 
estirpe grxA+grxC+ con el plásmido pGRXB2+ obteniéndose así las estirpes 
grxA+grxB+grxC+ y grxA+grxC+grxB+ respectivamente. Todas las estirpes son viables y las 
mutaciones segregan en las condiciones estándar de cultivo (figura 37). 
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Figura 37. Construcción y comprobación de los mutantes de glutarredoxinas de Synechocystis sp. 
PCC 6803. 
A. Esquema de las regiones genómicas de las genes grxA, grxB y grxC. Se muestran las dianas de restricción 
utilizadas para la construcción de los mutantes así como para su comprobación mediante Southern blot. Se 
indican también las sondas empleadas. 
B. Los DNA genómicos de las estirpes indicadas se digirieron con SspI en el panel de la izquierda, con  HincII en 
el panel del centro y con HincII en el panel de la derecha. Los filtros se hibridaron con sondas de los genes grxA 
(izquierda), grxB (centro) y grxC (derecha) indicadas en A. Se indican los tamaños de las bandas detectadas. 
Las estirpes grxA+, y todas las derivadas de ella, son más sensibles a AsV, y las 
combinaciones con la mutación de otro de los genes para glutarredoxinas o de los tres genes 
simultáneamente no aumentan su sensibilidad (figura 38). El nivel de sensibilidad es equivalente 
al de las estirpes arsC-arsI1Cm+, lo que demuestra que, in vivo, GrxA debe ser la glutarredoxina 
encargada de reducir a las dos arseniato reductasas presentes en Synechocystis sp. PCC 6803. 
 
 
Figura 38. Resistencia a arsénico de los mutantes grx. 
Cultivos de las estirpes silvestre, grxA+, grxB+, grxC+, grxA+grxB+, grxA+grxC+, grxB+grxC+, 
grxA+grxB+grxC+ y grxA+grxC+grxB+ se diluyeron 4 veces, con un factor de dilución de 10, y se sembraron en 
placas de BG11c suplementado con Na2HAsO4 100mM, pero sin el fosfato presente en el BG11c, o sin 
suplementar (control). Las placas se cultivaron durante 1 semana antes de ser fotografiadas. 
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V.1 Sistema de resistencia a Co2+. 
La disposición de los genes de resistencia a Co2+ de Synechocystis sp. PCC 6803 es la típica 
para los sistemas de resistencia a metales que están regulados por factores transcripcionales de 
la familia MerR como el operón mer de Tn21 (Barkay, et al., 2003), el sistema znt de E. coli 
(Binet y Poole, 2000) o pbr de R. eutropha (Borremans, et al., 2001). 
Durante el desarrollo de esta tesis, los genes corR y corT fueron caracterizados también en 
(Rutherford, et al., 1999) donde fueron denominados coaR y coaT respectivamente. El fenotipo 
que presentan los mutantes en los genes corR y corT, sumado a los datos de transporte obtenidos 
por (Rutherford, et al., 1999), demuestran que estos genes son los responsables de la resistencia 
a Co2+ mediante su transporte desde el citoplasma hasta el periplasma de la célula, ya que los 
mutantes en el gen coaT acumulan más Co2+ en el periplasma de la célula (Rutherford, et al., 
1999). CorT (CoaT) es la primera ATPasa de tipo P implicada en la resistencia a Co2+. Hasta 
este momento todos los sistemas de resistencia a Co2+ que se habían descrito estaban basados en 
sistemas de transporte de tipo BCA, aunque se había descrito que cadA de Helicobacter pylori 
confiere resistencia a Co2+ cuando se expresa en trans (Herrmann, et al., 1999), mutantes en este 
gen no son más sensibles a Co2+, pero si a Cd2+ y Zn2+. Recientemente, se ha descrito que 
proteínas de la familia CDF en R. eutropha están implicadas en la resistencia a Co2+ (Munkelt, et 
al., 2004). CorT presenta dos peculiaridades: la primera es que no contiene la secuencia CPC en 
el segmento transmembrana VI, característica de esta familia, sino la secuencia SPC (figura 39) 
y la segunda es que carece del extremo amino terminal de unión a metales. El cambio de CPC a 
SPC que se encuentra en el CorT puede estar relacionado con la especificidad de la ATPasa ya 
que las ATPasas de tipo P que transportan otros iones (que no son metales pesados), los residuos 
adyacentes a la prolina en ese segmento transmembrana son distintos (Axelsen y Palmgren, 
1998; Palmgren y Axelsen, 1998). 
 
ZiaA   (370) VYRALVLLVISCPCGLVISIPLGYFGGIGGAAKHGILIKGSTFLDSLTAVKTVVFDKTGTLTKGTF (429) 
CorT   (284) YR-ALIFLVVASPCALMASIMPALLSGIANGARQGILFKNGAQLERIGRVRVIAFDKTGTLTTGKP (348) 
PacS   (376) ---LVEVLIIACPCALGLATPTSVMVGTGKGAEYGVLIKEASSLEMAEKLTAIVLDKTGTLTQGKP (438) 
CtaA   (405) LKLSVSVLVVACPCALGLATPTAILVGTSLGAEQGILIKGGNILEILQRTTVMAFDKTGTLTQGNL (470) 
Slr1729(266) ITLLIALLVALIPTTIGGLLSAIGIAGMDRVAQFNVVATSGRAVEACGDINTLVLDKTGTITLGNR (331) 
Sll0672(309) ----LSMAVAVVPEGLPAVITVTLALGTQRMAKRNALIRQLSAVETLGSVTTICSDKTGTLTQNKM (370) 
Sll1076(302) ------IIVALVPEGLLPTVTLSLAMGVQRMAKRNALVRRLSAVETLSATTVICTDKTGTLTKNEM (361) 
                   . :   *  :          *    *. . :      ::       :  *****:* . 
 
Figura 39. Alineamiento del segmento transmembrana VI de las ATPasas de tipo P de 
Synechocystis sp. PCC 6803. 
Las proteínas CorT, ZiaA, PacS, CtaA, Slr1729, Sll0672 y Sll1076 se alinearon utilizando el programa CLUSTAL 
X. Los nombres de estas proteínas corresponden a los anotados en la Cyanobase. Slr1729 es una putativa ATPasa 
tipo P transportadora de K+, Slr0672 y Slr1076 son dos putativas ATPasas tipo P transportadoras de Ca2+. En 
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amarillo se marca la P característica de estas proteínas, en verde la serina de CorT y en negrita los residuos 
importantes para la especificidad del catión a transportar. Los aminoácidos idénticos se indican con * y los 
cambios conservativos se marcan con : o . tal y como se definen por el programa CLUSTAL X. 
 La función de los dominios amino terminales de las ATPasas tipo P no está totalmente clara, 
ya que no son esenciales para su actividad. (Mitra y Sharma, 2001), aunque sí que la modulan 
(Bal, et al., 2001; Bal, et al., 2003). Por otro lado, se ha propuesto que estos dominios de unión 
a metales son los responsables de conferir, en parte, la especificidad del metal a transportar. Esta 
especificidad la confieren mediante dos mecanismo distintos: mediante la interacción con 
chaperonas específicas para el metal y/o mediante la unión a los metales que pueden transportar. 
Experimentos recientes llevados a cabo con las ATPasas de tipo P de Synechocystis sp. PCC 
6803 apoyan que ambos mecanismos funcionan en esta cianobacteria. Synechocystis sp. PCC 
6803 contiene 4 ATPasas de tipo P transportadoras de metales pesados: CtaA, PacS, CorT y 
ZiaA. Las dos primeras están implicadas en el transporte de Cu+ al interior celular (CtaA) y al 
interior del tilacoide (PacS) (Tottey, et al., 2001). Sus dominios amino terminales interaccionan 
con Atx1, una chaperona especifica de Cu+ (Tottey, et al., 2002) que parece unir el metal para 
llevarlo desde la membrana plasmática a la tilacoidal, impidiendo que este metal altamente 
reactivo esté libre en el citosol. ZiaA está implicada en la resistencia a Zn2+ (Thelwell, et al., 
1998) y su extremo amino terminal une Cu+>Zn2+>Co2+ (en ese orden de afinidad) (Borrelly, et 
al., 2004) y aunque la afinidad por el Cu+ es mayor que por el Zn2+, el primero no debe existir 
libre en el interior celular (Changela, et al., 2003). Otra hipótesis es que las ATPasas de tipo P 
confieren resistencia a los metales a los que responde su expresión, aunque ésto no es cierto, al 
menos en el caso de Synechocystis sp. PCC 6803, puesto que ni CorT ni ZiaA confieren 
resistencia a otros metales, aún cuando se expresan en respuesta a su presencia (Borrelly, et al., 
2004). Sin embargo, si el extremo amino terminal de ZiaA se fusiona a CorT esta ATPasa 
híbrida pasa a conferir resistencia Zn2+ cuando se expresa en respuesta al metal (Borrelly, et al., 
2004). Por tanto, parece que la especificidad del metal a transportar viene dictada casi  
exclusivamente por el extremo amino terminal. Puesto que CorT carece de dominio de unión a 
metales sería capaz de transportar los metales libres, aunque parece que sólo transporta Co2+ en 
Synechocystis sp. PCC 6803 puede que debido a la  de sustitución de C a S en el segmento 
transmembrana VI.  
Las características de CorR también son únicas, puesto que parece haber evolucionado 
mediante la fusión de dos dominios: un dominio de unión al DNA de la familia MerR y un 
dominio enzimático de la precorrina isomerasa. Esta estructura permitiría a la célula integrar dos 
señales: por un lado la presencia de un exceso de Co2+ y por otro lado el requerimiento de este 
metal para la síntesis de cianocobalamina, una coenzima esencial. El mecanismo que utiliza la 
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célula para integrar ambos requerimientos es desconocido y, aunque la hipótesis de que la 
proteína une Co2+ a través de un anillo corrínico es sugestiva, datos obtenidos por (Rutherford, 
et al., 1999) sugieren que la proteína contiene en realidad tres dominios. El tercer dominio está 
formado por los 12 últimos aminoácidos de CorR, que no alinean con el dominio precorrina 
isomerasa (figura 9B), y estarían implicados en la detección del Co2+. Estos datos se ven 
apoyados por el hecho de que la proteína responde a la presencia de Co2+ en E. coli, un 
organismo que no contiene la ruta de síntesis de cianocobalamina, y que mutantes dirigidos de 
este dominio carboxilo terminal (C363H364C365 a S363N364S365) no responden a la presencia de Co2+, 
aunque si se unen al DNA. Por otro lado, existen datos que sugieren que CorR es capaz de 
detectar intermediarios de la ruta de síntesis de cianocobalamina puesto que mutantes 
merodiploides del gen cbiE de Synechocystis sp. PCC 6803 (que codifica para la enzima 
responsable del paso anterior al catalizado por la precorrina isomerasa y que deben contener 
niveles reducidos de cianocobalamina, y de intermediarios de esta ruta) expresan el gen corT a 
niveles más elevados en presencia y ausencia de Co2+ (Rutherford, et al., 1999). Ésto sugiere 
que la unión de los intermediarios de la ruta a CorR antagoniza con el efecto que ejerce el Co2+  
sobre la actividad de CorR, aunque una explicación alternativa es que los niveles reducidos de 
esta ruta aumenten la cantidad del metal libre en el citosol, y por tanto la activación por CorR 
del promotor corT. Aún queda por clarificar si CorR es capaz de unir directamente 
intermediarios de la ruta de cobalamina y qué efecto tendría esa unión sobre su capacidad de 
unirse al DNA y activar la transcripción. 
(Rutherford, et al., 1999) han demostrado que CorR se une al promotor de corT utilizando 
extractos de Synechocystis sp. PCC 6803 y de E. coli sobrexpresando CorR. Aunque la 
secuencia reconocida por CorR no ha sido caracterizada por ninguno de los métodos habituales, 
ésta debe estar constituida por las repeticiones invertidas presentes en el promotor de corT 
(figura 8C). Tampoco se ha estudiado el mecanismo de activación, pero éste debe ser muy 
similar al de otros miembros de la familia MerR como sugieren los datos de mutagénesis 
dirigida del promotor. Las mutaciones que reducen la distancia entre la caja –10 y –35 de 20 a 
18 nucleótidos aumentan la transcripción de un gen chivato en ausencia de Co2+, pero se pierde 
la inducción por la presencia de Co2+, mientras que las que la cambian de 20 a 19 nucleótidos 
hacen que CorR se convierta en un represor incluso en presencia de Co2+, ya que ahora al 
desaparear los nucleótidos centrales las cajas –10 y –35 no deben quedar correctamente 
alineadas para ser reconocidas por la RNA polimerasa. Por otro lado, CorR parece tener un 
efecto represor en ausencia de Co2+, cuando se mide la actividad del promotor fusionado al gen 
chivato (Rutherford, et al., 1999) pero no mediante Northern blot (este trabajo; ver figura 9E), 
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aunque las diferencias pueden ser debidas a la distinta sensibilidad de los métodos utilizados. 
Todos estos datos sugieren que el mecanismo de activación es similar al de MerR, BmrR o 
MntN que están unidos al DNA de manera constitutiva y la unión del efector hace que cambien 
de conformación, reorganizando la estructura del DNA y permitiendo que el promotor sea 
transcrito por la RNA polimerasa (Brown, et al., 2003; Newberry y Brennan, 2004). 
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V.2 Sistema de resistencia a Ni2+. 
El sistema de resistencia a Ni2+ de Synechocystis sp. PCC 6803 es homólogo al sistema ncc 
del plásmido pTOM9 de Alcaligenes xylosoxidans 31A (Schmidt y Schlegel, 1994)(figura 40). 
Aunque NrsB sólo presenta homología con CzcB y con otras proteínas de la familia MFP, en 
su región central, de los aminoácidos 54 al 132 (80 aminoácidos, 34% identidad y 45% 
similitud), esta proteína es periplásmica según el algoritmo TargetP v1.0 al igual que CzcB, lo 
cual apoya que podría estar formando parte del sistema BCA de transporte de Ni2+. NrsC sólo 
presenta homología en su extremo carboxilo terminal con lisozimas del tipo de las del fago 
lambda de distintos orígenes. La proteína también parece ser periplásmica según el algoritmo 
TargetP v1.0 como CzcC y contiene 15 histidinas que podrían estar implicadas en la unión y 
reconocimiento de Ni2+, lo que sugiere que quizás pudiese estar formando parte del sistema de 
transporte de Ni2+. NrsA por su parte sí presenta una clara homología con proteínas HME-RND 
en toda su secuencia (35% identidad a CzcA; 55% de similaridad). Recientemente se ha 
propuesto la clasificación de las RND-HME en 5 grupos atendiendo a los residuos que se 
encuentran en el segmento transmembrana IV, que son los que parecen determinar el/los 
sustrato/s que se van a transportar (Nies, 2003). NrsA se clasifica dentro del grupo 5, en el que 
también se incluye a slr6043 (ver más adelante) y dos proteínas de Anabaena sp. PCC 7120 (las 
codificadas por las ORF all7618 y all7631), siendo NrsA la única de la que se tienen datos sobre 
su función y posible especificidad. El patrón de homología de los genes nrsBAC sumado a los 
datos de los mutantes nrsA+ y nrsA- indican que estos genes forman un sistema de transporte 
BCA capaz de transportar Ni2+. El hecho de que el sistema confiera resistencia a Ni2+ y no a Co2+ 
(que también es un inductor de la expresión de estos genes, figura 10D) es sorprendente ya que 
hasta ahora los sistemas BCA implicados en la resistencia a metales divalente generalmente 
confieren resistencia a más de un metal.  
El producto del gen nrsD pertenece a la familia MFS (Major Facilitator Superfamily) de 
transportadores de membrana. Los transportadores de esta superfamilia se caracterizan porque 
presentan entre 12 y 14 segmentos transmembrana y son capaces de  transportar solutos 
cargados en respuesta al gradiente quimiosmótico (Pao, et al., 1998). Su homologo más cercano, 
hasta ahora caracterizado, es NreB, de A. xylosidans 31A (Grass, et al., 2001b). Ambas 
proteínas confieren resistencia a Ni2+ y su expresión se induce por la presencia de Ni2+ en el 
medio, aunque en el caso de nrsD se encuentra formando un operón con los genes nrsBAC, 
mientras que nreB se transcribe independientemente del sistema ncc (Grass, et al., 2001b). Una 
peculiaridad de estas proteínas es que presentan un extremo carboxilo terminal rico en histidinas 
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que es capaz de unir distintos metales (figura 12), aunque su papel no esta totalmente claro, ya 
que mutantes del extremo carboxilo terminal de NreB de A. xiloxosidans 31A no eliminan la 
resistencia totalmente, pero si la disminuye cuando se expresa en E. coli (Grass, et al., 2001b). 
El papel de este dominio puede que esté relacionado con la especificidad del metal transportado, 
como ocurre con el extremo amino terminal de las ATPasas de tipo P, que sirva como reserva de 
Ni2+ intracelular o como modulador de la actividad de NrsD. El hecho de que este dominio una 
Zn2+ con menor afinidad puede indicar que es el que confiere la especificidad por el metal que 
va a ser transportado. Estas dos proteínas constituyen las primeras de la superfamilia MFS 
implicadas en la resistencia a cationes divalentes. 
 
 
Figura 40. Esquema de los sistemas de resistencia tipo BCA nrs, czc, ncc, ncr y cus. 
Los genes en rojo codifican para funciones reguladoras, los que están coloreados en azul los genes estructurales 
del sistema de transporte tipo BCA, en morado se representa el gen czcD que codifica para una proteína de la 
familia CDF, en verde los genes nrsD y nreB que codifican proteínas de la superfamilia MFS implicadas en la 
resistencia a Ni2+ y en rosa czcE y cusF, que codifican proteínas periplásmicas de unión a metales. 
 
El sistema de regulación del operón nrsBACD también difiere de los operones de resistencia 
a metales divalentes czc, ncr y ncc. En los últimos la regulación parece estar mediada por un 
factor sigma de la familia ECF (NcrH y NccH) y un complejo antisigma (NcrYX y NccYX) 
(Grass, et al., 2000; Tibazarwa, et al., 2000). La regulación del operón czc es más compleja e 
implica varios niveles de regulación en los que se incluye un sistema de dos componentes 
(CzcRS), un transportador de la familia CDF (CzcD), una proteína periplásmica de unión a 
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metales (CzcE) y dos proteínas de función desconocida (CzcI y CzcN) (Grosse, et al., 
2004)(figura 39). El sistema de regulación del operón nrsBACD es similar al de los sistemas de 
resistencia a Cu+ de Pseudomonas syringae (Mills, et al., 1993; Mills, et al., 1994), del sistema 
BCA de resistencia a Cu+ de E. coli (Munson, et al., 2000; Rensing y Grass, 2003), o del sistema 
czr de Pseudomonas aeruginosa (Perron, et al., 2004) en los que los genes de resistencia están 
también regulados por un sistema de dos componentes. Aunque NrsRS no es el único sistema de 
dos componentes que responde a la presencia de metales, sí que es el primero que lo hace 
específicamente a Ni2+. Hasta ahora el único regulador conocido capaz de detectar Ni2+ era NikR 
de E. coli (y su homólogo de Helicobacter pylori (Mulrooney y Hausinger, 2003) que se une al 
DNA en presencia de Ni2+ reprimiendo la expresión del sistema de adquisición de Ni2+, 
NikABCDE. El sistema NrsRS codifica para un sistema de dos componentes típico, en el que 
NrsR es un factor transcripcional de la subfamilia PhoB/OmpR y NrsS una histidina quinasa 
típica. Lo más interesante de este sistema es que el dominio periplásmico de NrsS presenta 
homología con la metilCoM reductasas, la enzima encargada de llevar a cabo el paso final de la 
metanogénesis. En esta enzima el Ni2+ se encuentra formando parte de el grupo prostético F430 y 
es coordinado por el anillo pirrólico del F430, un residuo de gln de la proteína y un grupo SH de 
la coenzima B (Ermler, et al., 1997). El dominio periplásmico de NrsS alinea con la región en la 
que se encuentra la Gln que coordina al Ni2+, aunque en NrsS es una Asn; existen además 2 Cys 
que podrían ser las que coordinan el  Ni2+ en sustitución del grupo SH de la coenzima B. El que 
este dominio sea capaz de detectar la presencia de Ni2+ directamente o requiera la unión de un 
anillo pirrólico (como el de F430) para unirse al Ni2+, es una cuestión que aún queda por dilucidar 
y que abre la posibilidad a que esta proteína detecte más de una señal (como son la presencia de 
Ni2+ y la síntesis de anillos pirrólicos). Éste es otro ejemplo de cómo la evolución ha reclutado 
un dominio enzimático hacia funciones reguladoras como ocurre también con CorR. Por otro 
lado, NrsR parece que se encuentra en un estado inactivo en ausencia de fosforilación de su 
dominio aceptor y que ésta debe conllevar un cambio conformacional que le permite unirse al 
DNA. El mismo mecanismo ya había sido propuesto para otros reguladores de respuesta de esta 
familia (Martinez-Hackert y Stock, 1997). Puesto que la versión mutante en la que se deleciona 
su extremo amino terminal es capaz de unirse al DNA, parece que ésto es lo que ocurre en NrsR, 
donde el dominio aceptor funcionaría como un represor intramolecular impidiendo que NrsR se 
una al DNA cuando no está fosforilado, es decir en ausencia de Ni2+. 
La región intergénica nrsRS-nrsBACD contiene los promotores de ambos operones, que se 
organizan divergentemente solapándose en la región central que parece contener el sitio de 
unión de NrsR. La disposición de los posible sitios de unión es la típica para los factores 
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transcripcionales de la familia PhoB/OmpR que se unen a repeticiones directas (Harrison-
McMonagle, et al., 1999; Kenney, 2002). La unión de NrsR a esta región puede ser debida a un 
sólo dímero o a más de uno pero la resolución de los geles de retardo es baja y no nos permite 
discernir si hay más de un complejo NrsR-DNA.  
 
 
Figura 41. Unión de NrsR a la region intergénica nrsRS-nrsBACD. 
 
Puesto que la inducción de los promotores de ambos operones es dependiente del sistema 
NrsRS (figura 14), ésto implica que NrsR se debe unir a la region intergénica nrsRS-nrsBACD y 
ser capaz de activar a la RNA polimerasa unida a ambos promotores. Aunque la estequiometría 
de la unión a la región es desconocida, existen dos posibilidades: que se unan dos dímeros cada 
uno de ellos a una cara de la doble hélice, en una organización de los dímeros cabeza-cola, 
donde cada dímero estaría activando la transcripción de un operón (figura 41A), o que se una un 
solo dímero en disposición cola-cola (figura 41B), lo que permitiría la activación de los dos 
promotores a la vez. El primer modelo tiene impedimentos estéricos puesto que la unión es en el 
mismo sitio pero cada uno por una de las cadenas del DNA y no parece fácil acomodar los dos 
dímeros uniéndose por ambas caras del DNA. El segundo tiene la dificultad de que los factores 
transcripcionales de esta familia, de los que se conoce su estructura, dimerizan en disposición 
cabeza-cola (Martinez-Hackert y Stock, 1997; Okamura, et al., 2000; Kenney, 2002) y esa es la 
disposición más lógica para un regulador que reconoce repeticiones directas.  
La menor inducción del sistema de regulación que del sistema de transporte (>10 veces para 
el caso del operón nrsBACD y sólo 2-3 veces para el caso de nrsRS) es lógica, puesto que una 
inducción demasiado fuerte del sistema NrsRS llevaría a la inducción también muy alta del 
sistema NrsBACD y, por tanto, la célula quedaría sin el Ni2+ necesario para enzimas como la 
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ureasa. Las cinéticas de inducción son también distintas, aunque la activación del promotor 
nrsBACD parece verse saturada por encima de ciertas concentraciones de NrsR activado y por 
tanto la respuesta parece atenuarse con el tiempo. Por otro lado, el promotor NrsRS parece tener 
una respuesta más lineal asegurando así que si persiste el Ni2+ la célula siga respondiendo, 
manteniendo la transcripción de nrsBACD al máximo. La diferencia en la activación de los 
promotores de ambos operones se puede explicar por la mayor distancia entre la caja –10, y la 
peor caja –10, y el sitio de unión de NrsR del promotor del operón nrsRS. 
 
 
Figura 42. Análisis de la expresión de los genes nblA y psbA en las estirpes silvestre, nrsRS+, nrsA+ 
y nrsD+. 
Northern blot de RNA extraídos de cultivos de la estirpes silvestre, nrsRS+, nrsA+ y nrsD+ expuestos durante 6 h 
a 17 µM de NiSO4 (derecha) o sin exponer al metal (izquierda). El filtro se hibridó con sondas de los genes nblA, 
psbA y rnpB. 
 
El sistema NrsRS había sido descrito como el regulador esencial para la expresión de los 
genes fotosintéticos (Li y Sherman, 2000). La mutación de nrsR (rppA para (Li y Sherman, 
2000) provocaba la inducción de los genes psbA y nblA y una reducción en el contenido de 
clorofila y ficobiliproteínas, aunque este fenotipo era exclusivo de las estirpes ∆rrpA y no lo 
presentaban la estirpes ∆rrpB (nrsS). Nuestros mutantes nrsRS+ o nrsRS- no presentan 
reducción en el contenido de ficobiliproteínas (306±35 µg ficobiliproteína/µg proteína total en la 
estirpe nrsRS+ y 352±11 µg ficobiliproteína/µg proteína total en la estirpe silvestre) o clorofila 
(31±2 µg clh/µg proteína total en la estirpe nrsRS+ y 33±3 µg clh/µg proteína total en la 
silvestre), ni alteración en la expresión de los genes psbA o nblA (figura 42). La mutación que 
hemos utilizado en nuestro estudio es distinta a la utilizada para construir las estirpes ∆rrpA ya 
que en nuestras estirpes se deleciona un fragmento que incluye parte de nrsR y de nrsS, y es por 
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tanto un mutante doble, mientras que los mutantes ∆rppA son mutantes de inserción. Cuando 
intentamos reproducir la mutación insertando el casete de resistencia a Km C.K1 en la misma 
diana utilizada por (Li y Sherman, 2000) o sobrexpresar el gen nrsS, no se observó ningún 
fenotipo (resultados no mostrados). Una posible explicación era que la concentración de Ni2+ 
fuese distinta en los medios utilizados por (Li y Sherman, 2000) y los utilizados en nuestro 
laboratorio pero la hipótesis se descartó porque los mutantes nrsRS+/- no presentan 
desrregulación de los genes fotosintéticos, ni en presencia de concentraciones de Ni2+ 
inhibitorias para el crecimiento (figura 42). La hipótesis más probable es que los mutantes 
∆rrpA generados por (Li y Sherman, 2000) contengan una mutación adicional no ligada a los 
genes nrsRS. 
La detección del Ni2+ debe ocurrir en el periplasma puesto que el dominio sensor de NrsS 
parece ser periplásmico. Este dato sugiere que quizás en el interior celular no exista Ni2+ libre, 
sino que se encuentre unido a las proteínas accesorias de la ureasa y al extremo carboxilo 
terminal de NrsD, y que el exceso de Ni2+ sea transportado por la proteína NrsD (los bajos 
niveles que se expresan incluso en ausencia de Ni2+; ver figura 14A). Una vez que la 
concentración de Ni2+ en el periplasma aumenta quizás debido a la acción de NrsD y el que entra 
al espacio periplásmico del exterior, éste activa a NrsS y la transcripción del operón nrsBACD 
es activada por NrsR, para que el exceso de Ni2+ sea transportado al exterior celular. 
Este modelo se ve apoyado por los datos que sugieren que las proteínas RND transportan los 
sustratos desde el periplasma (Murakami, et al., 2002), por los estudios realizados sobre la 
resistencia a Cu+ en E. coli (Outten, et al., 2001; Rensing y Grass, 2003) y el papel de los 
transportadores de la familia CDF y las ATPasas de tipo P en R. eutropha (Legatzki, et al., 
2003b; Grass, et al., 2005). El mecanismo de resistencia a Cu+ en E. coli está formado por 3 
sistemas: una ATPasa de tipo P (CopA), una proteína con actividad Cu oxidasa (CueO) y un 
sistema BCA de transporte (CusCFAB). En condiciones aeróbicas, CopA transporta todo el Cu+ 
intracelular al espacio periplásmico donde es oxidado hasta Cu2+ por CueO. Ahora el Cu2+ es 
mucho menos reactivo y entra con mayor dificultad al interior celular. Estos dos genes están 
bajo el control de CueR, un factor transcripcional de la familia de MerR que detecta 
concentraciones zeptamolares de Cu+ intracelular (Stoyanov, et al., 2001; Changela, et al., 
2003). En anaerobiosis, o en los mutantes cueO, el Cu+ periplásmico no puede ser oxidado por 
CueO y la célula utiliza un sistema alternativo de resistencia que es el formado por el sistema de 
transporte CusCFAB que transporta el Cu+ desde el periplasma hacia el exterior celular (Outten, 
et al., 2001; Rensing y Grass, 2003) y que se encuentra bajo el control de un sistema de dos 
componentes (CusRS) que detecta la concentración de Cu+  periplásmico (Munson, et al., 2000). 
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En R. eutropha, la resistencia Cd2+ mediada por el sistema de transporte BCA czc desaparece 
cuando existen mutaciones en 2 de las ATPasas de tipo P (ZntA y CadA) que contiene esta 
bacteria (Legatzki, et al., 2003b) y la resistencia a Co2+ se pierde cuando existen mutaciones en 
dos transportadores de la familia CDF (DmeF y FieF) (Grass, et al., 2005). Puesto que estos 
transportadores se encuentran en la membrana plasmática sólo podrían transportar los metales al 
periplasma, pero no al exterior celular, lo que sugiere que el sistema CzcABC transporta los 
metales desde el periplasma hacia el exterior celular. Esto se ve apoyado por experimentos in 
vitro realizados con CzcA, en los que el transporte se ve inhibido por concentraciones 
fisiológicas de glutatión (Goldberg, et al., 1999), lo que hace imposible explicar la resistencia 
que confiere este sistema si transportase el metal desde el interior celular. 
 
No se ha descrito ningún sistema de transporte al interior celular de Ni2+ en Synechocystis sp. 
PCC 6803, pero esta estirpe es capaz de crecer en presencia de urea como fuente de N,  contiene 
una elevada actividad ureasa (Valladares, 2001) y su genoma contiene los genes para la ureasa y 
para las proteínas implicadas en la inserción del Ni2+ en su centro activo y su maduración 
(slr1750, sll0420 y slr1256 que codifican las subunidades α, β y γ de la ureasa respectivamente 
y sll1639, slr1899 y slr1219 que codifican proteínas homologas a UreD, UreG y UreF; 
Cyanobase: http://www.kazusa.or.jp/cyano/cyano.html). Puesto que hasta ahora en todos los 
organismos existe un sistema de incorporación del Ni2+, éste también debe de existir en 
Synechocystis sp. PCC 6803. En ese sentido no parecen existir homólogos a los genes hoxN o 
nixA, que codifican transportadores monocomponentes de Ni2+, aunque sí que se pueden 
encontrar diversos sistemas de transporte ABC sin función conocida, y que podrían estar 
implicados en la incorporación del metal como ocurre con el sistema NikABCDE de E. coli 
(Eitinger y Mandrand-Berthelot, 2000; Mulrooney y Hausinger, 2003). Sería muy interesante 
encontrar los genes implicados en la incorporación de este metal al interior celular y comprobar 
si su expresión está regulada por el sistema NrsRS. 
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V.3 Una agrupación génica implicada en la homeostasis de metales 
pesados. 
El hecho de que los genes de resistencia a Ni2+, Co2+ y Zn2+ y sus sistemas de regulación se 
encuentren agrupados en el genoma de Synechocystis sp. PCC 6803 sugiere que pueden haber 
tenido un origen común y haber sido adquiridos mediante transferencia horizontal. 
Además, aguas abajo del gen slr0798 se encuentra un sistema de dos componentes (formado 
por las ORFs sll0789 y sll0790, que codifican un regulador de respuesta y una histidina quinasa 
respectivamente y que contiene una ORF adicional sll0788; figura 42), con una elevada 
homología al sistema NrsRS, y cuya expresión está también regulada por la presencia de metales 
en el medio (datos no mostrados). Este sistema de dos componentes está repetido en el genoma 
de Synechocystis sp. PCC 6803 y la segunda copia se encuentra en el plásmido pSYSX (slr6039, 
slr6040, slr6041 con una homología de 93% a nivel de nucleótidos). Este sistema incluye 
también una proteína de función desconocida, pero que contiene un elevado número de M, H y 
D (sll0788 y slr6039) como ocurre con CusF de E. coli (Franke, et al., 2003) o CzcE de 
R. eutropha (Grosse, et al., 2004), que son proteínas periplásmicas de unión a metales. 
 
 
Figura 43. Esquema de la agrupación génica implicada en la homeostasis de metales pesados en 
Synechocystis sp. PCC 6803. 
 
Aguas abajo a esta duplicación, en el plásmido pSYSX, se encuentra 3 ORFs que codifican 
un posible sistema BCA de transporte de metales perteneciente al grupo 5 de la clasificación 
propuesta por (Nies, 2003). Este sistema estaría formado por las ORFs slr6042 y slr6043, cuyos 
productos presentan homología con CzcB y CzcA respectivamente, y slr6044 que no presenta 
homología a ninguna proteína en las bases de datos pero que podría estar formando un operón 
con las anteriores (figura 43). Todos estos datos sugieren que esta agrupación génica se 
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encontraba en un plásmido como ocurre en R. eutropha y que se ha insertado recientemente en 
el cromosoma. Otro datos que apoyan esta hipótesis son el que las ORFs slr0799 y slr0800, que 
se encuentran aguas abajo de sll0788 flanqueando a la agrupación genica, codifican transposasas 
y que en Anabaena sp. PCC 7120 los genes homólogos están agrupados en el megaplásmido ß, 
en el que se encuentran también 2 ATPasas de tipo P de la subfamilia que transportan Cu+.  
Todos estos sugierian que las proteínas implicadas en el transporte y homeostasis de Ni2+, 
Co2+, Zn2+ y Cu+ en Synechocystis sp. PCC 6803 se organizan como se muestra en la figura 44, 
donde las proteínas ZiaA, CorT y NrsD se inserten en la membrana plasmática transportando 
Zn2+, Co2+ y Ni2+ hacia el periplasma, mientras que los sistemas formados por NrsBAC y 
Slr6042/Slr6043/Slr6044 lo transportarían hacia el exterior celular. Además, las ATPasas de Cu 
se encuentran en la membrana plasmática (CtaA) y tilacoidal (PacS), para asegurar el suministro 
de Cu+ para la plastocianina y la citocromo c oxidasa, y Atx1 se encargaría de llevar el Cu+ 
desde la membrana plasmática a la tilacoidal (Tottey, et al., 2001; Tottey, et al., 2002). 
 
 
Figura 44. Esquema de los distintos sistemas de resistencia a metales en Synechocystis sp. PCC 
6803. 
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V.4 Sistema de resistencia a arsénico. 
El sistema de resistencia a arsénico de Synechocystis sp. PCC 6803 presenta varias 
peculiaridades que lo hacen único: las características bioquímicas de ArsC, la disposición 
genómica de arsR, la presencia de arsH y, finalmente, la presencia de arseniato reductasas de 
más de una familia en el mismo organismo. 
La proteína ArsB es un transportador de AsIII y SbIII que pertenece a la misma familia que 
ACR3p (Bobrowicz, et al., 1997) y ArsB de Bacillus subtilis (Sato y Kobayashi, 1998). Estas 
proteínas hasta ahora sólo se había demostrado que transportaban AsIII, y no SbIII, aunque los 
datos obtenidos en este trabajo demuestran que la proteína de Synechocystis sp. PCC 6803 
(ArsBSyn) es capaz de transportar también SbIII. Este es otro ejemplo más de la evolución 
convergente de los sistemas de resistencia a metales ya que tanto ArsB de E. coli (ArsBE.coli) 
como ArsBSyn han evolucionado para transportar AsIII y SbIII a pesar de no estar relacionadas 
evolutivamente. Por otro lado, los transportadores de esta familia no se han encontrado 
asociados a ATPasas dependientes de SbIII o AsIII como ocurre con ArsBE.coli, que se asocia a 
ArsA (Rosen, 1999; 2002b) y se convierte así en un transportador primario. En el genoma de 
Synechocystis sp. PCC 6803 aparece una ORF anotada como arsA (sll0086). ArsA de E. coli 
contiene dos dominios ATPasa homólogos entre sí, aunque el tamaño de la proteína codificada 
por la ORF sll0086 es menor que el de ArsA de E. coli, y parece ser homóloga sólo a uno de los 
dominios ATPasa que contiene la proteína de E. coli (Walmsley, et al., 2001). Mutantes en este 
gen no son más sensibles a la presencia de AsV, AsIII o SbIII en el medio, indicando que su 
función no está relacionada con la resistencia a metaloides (resultados no mostrados). 
Como se ha comentado antes, el papel de ArsH en la resistencia a arsénico es totalmente 
desconocido y existen datos contradictorios sobre su función. El único organismo en el que ha 
sido estudiado su papel en la resistencia a arsénico es Y. enterocolitica (Neyt, et al., 1997), 
puesto que los datos sobre arsH de Thiobacillus ferrooxidans son sobre su expresión en E. coli 
(Butcher, et al., 2000). En Synechocystis sp. PCC 6803, parece que su papel en la resistencia a 
arsénico es secundario, ya que no existe un fenotipo claramente asociado a la mutación de este 
gen (figura 20). Aunque no hemos encontrado la función de este gen sí que hemos aportado 
algunos datos que pueden ayudar a dilucidarla. La presencia de dominios de unión a flavina (y 
de FMN unido a la proteína recombinante) y de dominios de unión a NADPH, indicaban que la 
proteína era muy probablemente una oxidorreductasa. Una primera hipótesis fue la de que 
codificaba una nueva arseniato reductasa, aunque es poco probable puesto que la proteína no 
presenta ni una sola cisteína en su secuencia y todos los mecanismos de reducción de arseniato 
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hasta ahora conocidos implican un intermediario de arsenocisteína. De hecho, la proteína no 
presenta consumo de NADPH dependiente de AsV (resultados no mostrados). Los homólogos 
más lejanos de ArsH codifican proteínas con actividad quinona reductasa, por lo que analizamos 
la capacidad de ArsH para catalizar esta reacción. 
 
Figura 45. Estructura de la quinonas utilizadas en la caracterización de ArsH. 
La proteína presenta preferencia por el NADPH como ocurre con los homólogos 
caracterizados en plantas (Sparla, et al., 1996; Sparla, et al., 1999) y bacterias (Hayashi, et al., 
1996; Wang y Maier, 2004). La proteína posee una mayor actividad con las quinonas que 
presentan sustituyentes en el anillo (figura 45). El hecho de que la reducción sea más eficiente 
con la quinonas que presentan sustituyentes puede estar relacionado con la mayor solubilidad de 
estas quinonas.  
Las quinonas reductasas han sido descritas como agentes antioxidantes en eucariotas 
(Robertson, et al., 1986; Chiou y Tzeng, 2000; Sanchez, et al., 2001) y bacterias (Maruyama, et 
al., 2003); por otro lado se sabe que el arsénico (en especial el AsIII) produce estrés oxidativo en 
eucariotas (Hei, et al., 1998; Liu, et al., 2001; Haugen, et al., 2004). La función de esta proteína 
en la resistencia a estrés oxidativo y/o arsénico es aún desconocida, aunque el hecho de que 
puedan tener un papel en la defensa contra el estrés oxidativo podría explicar que el papel sea 
distinto en diferentes organismos. En Y. enterocolitica puede que el arsénico (principalmente el 
AsIII) provoque un mayor estrés oxidativo y que sólo la presencia de ArsH le permita sobrevivir, 
mientras que en E. coli o Synechocystis sp. PCC 6803 se provoque un menor estrés oxidativo o 
la célula tenga mecanismos alternativos para combatirlo y por tanto el papel de ArsH sea 
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secundario. De hecho, Synechocystis sp. PCC 6803 contiene otras proteínas capaces de catalizar 
la misma reacción como por ejemplo DrgA (Matsuo, et al., 1998; Elanskaya, et al., 2004) y 
E. coli induce la expresión de una proteína con actividad quinona reductasa en respuesta a la 
adición de menadiona, un agente que genera estrés oxidativo (Hayashi, et al., 1996). 
 
Hasta ahora se habían descrito tres familias de arseniato reductasas que parecen haber 
evolucionado independientemente: arseniato reductasas dependientes de glutarredoxinas como 
ArsC de E. coli, arseniato reductasas dependientes de tiorredoxinas como ArsC de 
Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis, que parecen haber evolucionado desde fosfatasas de 
tirosina de bajo peso molecular, y la proteína ACR2p de Saccharomyces cerevisiae que está 
relacionada con las fosfatasas de la familia Cdc25 (Mukhopadhyay y Rosen, 2002). ArsC de 
Synechocystis sp. PCC 6803 parecía codificar una proteína con actividad arseniato reductasa 
dependiente de tiorredoxina, puesto que presentaba una elevada similaridad con ArsC de 
Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis (42% y 37% de identidad respectivamente). Sin 
embargo, los datos obtenidos por (Li, et al., 2003), y en este trabajo, demuestran que en realidad 
presenta actividad arseniato reductasa dependiente de glutatión/glutarredoxina.  
ArsC presenta 5 cisteínas, aunque sólo 3 de ellas están totalmente conservadas (figura 46), y 
de hecho esas tres son esenciales para la actividad (Li, et al., 2003). La C8 y la C80 (numeración 
según ArsC de Synechocystis sp. PCC 6803, ArsCSyn) coinciden con las Cys C10 y C82 
(numeración según la enzima del plásmido pI258, ArsCpI258) que son 2 de la 3 esenciales para la 
catálisis de la enzimas de  S. aureus y B. subtilis (Messens, et al., 1999; Bennett, et al., 2001; 
Messens, et al., 2002). En ArsCpI258, la C10 es la que forma el intermediario de arsenocisteína 
que es después atacado por C82 formándose un puente disulfuro entre C10-C82 y liberando el 
arsenito (AsIII); este puente disulfuro se isomeriza con la C89 regenerándose C10 y queda ahora 
un puente disulfuro C82-C89. Al formarse este nuevo enlace ocurre una reorganización en la 
estructura de la enzima que hace que el lazo en el que se encuentra se exponga al solvente, para 
que sea reducido por la tiorredoxina y se regenere totalmente la enzima (Messens, et al., 1999; 
Zegers, et al., 2001; Messens, et al., 2002). En ArsCSyn, la C89 no esta conservada sino que 
existe otra Cys más cercana, C82 (figura 46). La mayor cercanía de estas 2 Cys (C80 y C82 en 
ArsCSyn) puede explicar por qué esta enzima no puede ser reducida por la tiorredoxina y use el 
sistema glutatión/glutarredoxina para reducirse, ya que el GSH no tiene impedimentos estéricos 
para acceder a este puente disulfuro al ser una molécula pequeña. Una vez que se forma el 
enlace entre la proteína y el GSH, éste debe quedar expuesto para que la glutarredoxina pueda 
regenerar totalmente a la enzima. Puesto que las C80-C82 parecen estar formando un puente 
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disulfuro en ArsCSyn (Li, et al., 2003), el mecanismo de reacción es distinto al propuesto para 
ArsCpI258 ya que las cisteínas que llevan a cabo la transferencia de electrones están ya oxidadas 
(figura 49C). Existe otra C conservada en ArsCSyn, C13 que coincide con la C15 de ArsCpI258 
(marcada en rosa en la figura 46). Esta Cys parece estar implicada en la protección contra la 
oxidación irreversible de la C12 (Messens, et al., 2004), aunque este residuo no está conservado 
en los homólogos de las cianobacterias filamentosas de ArsCSyn (figura 46), puede que esté 
cumpliendo la misma función. Con todos estos datos proponemos que ArsCSyn, y sus homólogos 
de cianobacterias, constituyen una nueva familia de arseniato reductasas. 
 
A.7120        --MKKVMFVCKHNSRRSQMAEGFTKILGKDNIAVTSAGLAVSQIDPFAIEVMSEIGIDIS 
A.variabilis  --MKKVMFVCKHNSRRSQMAEGFTKILGKDNIAVTSAGLAVSQIDPFTVEVMSEIGIDIS 
N.punctiforme --MKRVMFVCKKNSARSQMAEGFAKTLGKGKIEVISSGLEASQVRPEAIATMKEIGIDIT 
Synechocystis --MKKVMFVCKRNSCRSQMAEGFAKTLGAGKIAVTSCGLESSRVHPTAIAMMEEVGIDIS 
Gloeobacter   --MKKVMFVCKRNSCRSQMAEGYARTLGAGVIEVVSSGLEASRVHPTAVQVMAAAGVDIA 
Crocosphaera  --MKKVMFFCKRNSCRSQMAEGFAKTLGKGKIEVTSSGLQASRVHPVAIQVMEEIGINIT 
pSX267        MDKKTIYFICTGNSCRSQMAEGWGREILGEDWNVYSAGIETHGVNPKAIEAMKEVDIDIS 
pI258         MDKKTTYFICTGNSCRSQMAEGWGKEILGEGWNVYSAGIETHGVNPKAIEAMKEVDIDS- 
B.subtilis    MENKIIYFLCTGNSCRSQMAEGWAKQYLGDEWKVYSAGIEAHGLNPNAVKAMKEVGIDIS 
                 *   *.*. ** *******: :        * *.*:    : * ::  *   .::   
 
A.7120        NQTSKPLENFHPEEYDAVISLCGCGMNLPEAWVLRDIFEDWQLDDPQGESI------ETF 
A.variabilis  SQTSKPLENFHPEEYDAVISLCGCGVNLPEAWILRDIFEDWQLDDPQGKSI------EAF 
N.punctiforme DQHSKPLSDFQAQDFDVVVSLCGCGVNLPPEWVMQEVFEDWQLDDPAEQP-------EIF 
Synechocystis GQTSDPIENFNADDYDVVISLCGCGVNLPPEWVTQEIFEDWQLEDPDGQSL------EVF 
Gloeobacter   GQISKPLSDFGSEDFDVVISLCGCGVNLPEAWLTREIFEDWRVEDPDGQPV------EVF 
Crocosphaera  DQTSDGLSDFDADSYNAVISLCGCGVNLPQEWVLRDIFEDWELDDPDGQPI------ETF 
pSX267        NHTSDLIDNHILKQSDLVVTLCSDADDNCPILPPNVKKEHWGFEDPAGKEW------SEF 
pI258         NHTSDLIDNDILKQSDLVVTLCSDADNNCPILPPNVKKEHWGFDDPAGKEW------SEF 
B.subtilis    NQTSDIIDSDILNNADLVVTLCGDAADKCPMTPPHVKREHWGFDDPARAQGTEEEKWAFF 
              .: *. :..   .. : *::**. . :       .   *.* .:**             * 
 
A.7120        RRVRDEIKERVVKLIALLN------- 
A.variabilis  RRVRDEIKERVVKLIALLN------- 
N.punctiforme PRVRDEIKERVTQLIESVNKEITPAQ 
Synechocystis RTVRGQVKERVENLIAKIS------- 
Gloeobacter   HRVRDEIKQRVQNLVDALRTQPATRA 
Crocosphaera  YRVRDEIKVKVTELIKKMEQ------ 
pSX267        QRVRDEIKLAIENFKLR--------- 
pI258         QRVRDEIKLAIEKFKLR--------- 
B.subtilis    QRVRDEIGNRLKEFAETGK------- 
                **.::   : ::             
Figura 46. Alineamiento de ArsC, y sus homólogos en cianobacterias, y las arseniato reductasas de 
B. subtilis y Staphylococcus. 
Las enzimas homólogas a ArsCSyn (Synechocystis; slr0645) encontradas en cianobacterias son: Alr1105 de 
Anabaena sp. PCC 7120 (A.7120; NP_485148), Anabaena variabilis (A.variabilis; ZP_00159236), Glr0004 de 
Gloeobacter violaceus (Gloeobacter; NP_922950.1), Nostoc punctiforme (N.punctiforme; ZP_00108511), 
Crocosphaera watsonii WH 8501 (Crocosphaera; ZP_00349942), ArsC de Bacillus subtilis (B.subtilis;  
BAA12434), ArsC del plásmido pSX267 Staphylococcus xylosus (pSX267; Q0125) y ArsC del plásmido pI258 
de Staphylococcus aureus (pI258; P30330). Las proteínas se alnearon utilizando el programa CLUSTAL X. Los 
aminoácidos idénticos se indican con * y los cambios conservativos se marcan con : o . tal y como se definen por 
el programa CLUSTAL X. 
Puesto que tanto ArsCSyn como ArsCpI258 están relacionadas con las fosfatasas de tirosina de 
bajo peso molecular sugiere que tienen un origen común y de hecho ambas están más 
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relacionadas entre sí que con las fosfatasas de tirosina (figura 47). El hecho de que dos familias 
de proteínas que están relacionadas entre sí utilicen sistemas de reducción distintos puede estar 
relacionado con que la mayoría de los Gram (+) no contienen el sistema glutatión/glutarredoxina 
(Copley y Dhillon, 2002; Janowiak y Griffith, 2005). Otra posibilidad es que la enzima de 
Synechocystis sp. PCC 6803 (y probablemente todas las cianobacterianas) usen el glutatión y la 
glutarredoxinas como donadores de electrones debido a que las tiorredoxinas en estos 
organismos son esenciales, al menos algunas de ellas (Muller y Buchanan, 1989; Navarro y 
Florencio, 1996), probablemente debido a que regulan procesos esenciales como son los 
fotosintéticos, mientras que en otros organismo las tiorredoxinas no son totalmente esenciales 
(Bessette, et al., 1999; Draculic, et al., 2000; Vlamis-Gardikas, et al., 2002). Las cianobacterias 
parecen haber adaptado sus arseniato reductasas hacia sistemas de reducción menos esenciales, 
como son el sistema glutatión/glutarredoxina (véase los mutantes triples grxA+grxB+grxC+ en 
este trabajo; también la viabilidad de los mutantes gshB, resultados no mostrados). Esto ha 
provocado que las proteínas más relacionadas con ArsC constituyan una nueva familia de 
proteínas. 
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Figura 47. Árbol filogenético de las arseniato reductasas relacionadas con las fosfatasas de tirosina 
de bajo peso molecular.  
El árbol se construyó con el programa CLUSTAL X utilizando el método de Neigbor-Joining. Las proteínas 
utilizadas para construir el árbol son las mismas que se han alineado en la figura anterior más las siguientes: Wzb 
de E. coli (ECU38473), PtpA de Streptomyces coelicolor A3 (NP_628106), Ptp Azotobacter johnsonii 
(CAA75430) y YopH de Yersinia tuberculosis (P08538). La barra de escalado corresponde a 0,1 sustituciones 
por residuo. Como outgroup se ha tomado YopH una fosfatasa de tirosina implicada en la virulencia de Yersinia 
(Bliska, et al., 1991). 
 
La proteína ArsI pertenece a la familia de arseniato reductasas de  ArsC de E coli (48% de 
identidad con ArsC de E. coli). Todos los residuos que son esenciales para la actividad así como 
los implicados en la unión a arseniato (Martin, et al., 2001; Shi, et al., 2003) (H8, C12, R60, 
R94, R107 en amarillo en la figura 48) se encuentran conservados entre ArsI y ArsCE.coli.  
 
ArsI    MTENMIVIYHNPDCGTSRNVLQLIEAAGYLPQVIEYVKEGWTKPQLLGLFAAADLTPRSA 
K12     --MSNITIYHNPACGTSRNTLEMIRNSGTEPTIIHYLETPPTRDELVKLIADMGISVRAL 
R773    --MSNITIYHNPACGTSRNTLEMIRNSGTEPTIILYLENPPSRDELVKLIADMGISVRAL 
           . *.***** ******.*::*. :*  * :* *::   :: :*: *:*  .:: *:  
 
ArsI    LRTTKSPAAELNLLEETVTDAQILDAMVEYPILVNRPIVCTPKGVRLCRPSEVVLDLLDH 
K12     LRKNVEPYEELGLAEDKFTDDRLIDFMLQHPILINRPIVVTPLGTRLCRPSEVVLEILPD 
R773    LRKNVEPYEQLGLAEDKFTDDQLIDFMLQHPILINRPIVVTPLGTRLCRPSEVVLDILQD 
                                                                                                          Resistencia a metales en Synechocystis 
 142 
        **.. .*  :*.* *:..** :::* *:::***:***** ** *.**********::* . 
 
ArsI    WPSGPFAKEDGELIIDERGNRVYT 
K12     AQKGAFSKEDGEKVVDEAGKRLK- 
R773    AQKGAFTKEDGEKVVDEAGKRLK- 
          .*.*:***** ::** *:*:   
Figura 48. Alineamiento de ArsI y las arseniato reductasas de E. coli (K12) y el plásmido R773. 
Las secuencias de ArsI (la codificada por el gen sll5104 (arsI1) según la Cyanobase), ArsC de E .coli (K12; 
AAB18479) o ArsC del plásmido pR773 (R773; C25937) se alinearon utilizando el programa CLUSTAL X. Los 
aminoácidos idénticos se indican con * y los cambios conservativos se marcan con : o . tal y como se definen por 
el programa CLUSTAL X. 
 
Esta familia de proteínas utiliza el sistema glutatión/glutarredoxina para reducir el arseniato y 
su mecanismo de reacción es más sencillo puesto que no implica ninguna isomerización de 
puentes disulfuro. La C12 (numeración de ArsCE.coli) ataca al arseniato formándose un 
intermediario de arsenocisteína, que es reducido por el GSH formándose un complejo ternario 
ArsC-As-GSH que es ahora reducido por la glutarredoxina liberándose AsIII y la enzima 
reducida (Martin, et al., 2001). Este debe ser el mecanismo de reacción utilizado por ArsI ya que 
su actividad es dependiente de glutarredoxina en los ensayos in vitro. 
 
Figura 49. Mecanismos de reacción de las distintas arseniato reductasas. 
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A. Mecanismo de reacción de la arseniato reductasas de Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis según (Bennett, 
et al., 2001; Messens, et al., 2002). 
B. Mecanismo de reacción de la arseniato reductasa de E. coli según (Martin, et al., 2001). 
C. Mecanismo de reacción de ArsC de Synechocystis sp. PCC 6803; propuesto en (Li, et al., 2003) y modificado 
en este trabajo. 
 
El papel de ArsI en la resistencia a arsénico en Synechocystis sp. PCC 6803 es bastante 
secundario como demuestra el hecho de que los mutantes dobles arsI1Sp+∆arsI2Cm+ no sean 
más sensibles a la presencia de AsV (figura 32). Esto es debido probablemente a la actividad de 
ArsC y a que sus niveles de expresión son muy bajos, de hecho casi indetectables mediante 
Northern blot (datos no mostrados). El hecho de que los mutantes dobles arsC-arsI1Cm+ 
presenten un fenotipo más acusado que los mutantes arsC- y que los mutantes arsC-
arsI1Cm+∆arsI2Sp+ sean aún más sensibles a la presencia de AsV, nos indican que a pesar de 
expresarse a muy bajos niveles estas proteínas tienen un efecto en la resistencia a arsénico. Una 
posibilidad es que los genes se expresen más en la estirpes arsC- (o en las  arsC-arsI1Cm+ o 
arsC-∆arsI2Sp+) que en la estirpe silvestre, aunque esta posibilidad aún no ha sido estudiada. La 
localización plasmídica de los genes arsI puede explicar sus bajos niveles de expresión, puesto 
que en las regiones intergénicas arsI-parA existen secuencias de DNA altamente repetida (datos 
no mostrados) que podrían ser las secuencias de unión del complejo ParAB para llevar a cabo la 
partición de los plásmidos. Se sabe que este complejo puede expandirse por el DNA desde un 
primer punto de unión, silenciando la transcripción de los genes adyacentes (Bignell y Thomas, 
2001; Rodionov y Yarmolinsky, 2004). 
La regulación del operón arsBHC de Synechocystis sp. PCC 6803 sigue el patrón de 
expresión de otros operones de resistencia a arsénico, en los que la expresión se induce en 
presencia de los elementos del grupo 15 a excepción del fosfato (Ji y Silver, 1992; Rosenstein, 
et al., 1992; Wu y Rosen, 1993b; Suzuki, et al., 1998). El fuerte efecto polar que se observa en 
la transcripción del gen arsC, puede ser debido a que el producto de la reacción catalizada por 
ArsC (AsIII) es más tóxico que su sustrato (AsV) y por tanto no se debe producir en mayor 
cantidad que la que ArsB puede transportar. Esto también explicaría porque todas las arseniato 
reductasas hasta ahora caracterizadas presentan una elevada Km por el arseniato (Shi, et al., 
1999; Mukhopadhyay, et al., 2000; Bennett, et al., 2001; Zegers, et al., 2001; Li, et al., 2003; 
Zhou, et al., 2004). El mecanismo por el que este efecto polar ocurre es desconocido pero un 
efecto similar se había observado en el operón ars del plásmido R773 (Owolabi y Rosen, 1990). 
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La regulación en Synechocystis sp. PCC 6803 está mediada por un represor de la familia 
ArsR/SmtB, ArsR codificado por el gen sll1957, que a diferencia de la mayoría de los operones 
de resistencia a arsénico, no se cotranscribe ni se encuentra adyacente a los genes de resistencia. 
Hasta ahora todos los sistemas de regulación que se conocen que responden a la presencia de 
arsénico son represores de esta familia (Mukhopadhyay, et al., 2002; Busenlehner, et al., 2003), 
lo que sugiere que los mecanismos de detección de arsénico son muy limitados o que los 
reguladores de esta familia se pueden adaptar fácilmente para detectar arsénico. El promotor del 
operón arsBHC tiene la estructura típica de los promotores regulados por los represores de la 
familia ArsR/SmtB, donde los sitios de unión del represor se encuentran solapando con las 
secuencias reconocidas por la RNA polimerasa y la represión se ejerce impidiendo la unión de 
ésta al promotor (Busenlehner, et al., 2003). En este caso existen dos repeticiones directas de 17 
pb cada una, las cuales contiene a su vez una secuencia palindrómica en la forma ATCAA N6 
TTGAT. Cada hemipalíndrome debe ser reconocido por una subunidad del dímero de ArsR, ya 
que estas proteínas son dímeros fácilmente disociables en solución que se asocian más 
fuertemente cuando se unen al DNA, y esta dimerización parece ser esencial para la unión al 
DNA (Xu y Rosen, 1997). Puesto que en los ensayos de retardo en gel aparecen más de dos 
complejos DNA-ArsR, puede que existan más de dos sitios de unión del represor al promotor 
arsBHC. La explicación más sencilla es que existan dos sitios de unión en el promotor del 
operón arsBHC, que corresponderían a las repeticiones directas, cada uno de ellos reconocidos 
por un dímero y que las bandas adicionales que pueden ser debidas a interacciones proteína-
proteína o a la unión de ArsR a sitios de menor afinidad. 
La secuencia de aminoácidos de ArsR presenta las características típicas de los miembros de 
la familia y tiene conservado el dominio CVCDLC implicado en la unión al arsenito (Xu, et al., 
1996). La respuesta a la presencia de los metaloides in vitro es la misma que la previamente 
descrita para ArsR de E. coli o S. xylosus ya que en estos casos la unión al DNA también se 
inhibe por la presencia de los metaloides con valencia III (Wu y Rosen, 1993b; Rosenstein, et 
al., 1994). Una de las peculiaridades del sistema de resistencia a arsénico es el hecho de que el 
gen arsR no se encuentre ligado al operón de resistencia. En E. coli y S. aureus ArsR se 
encuentra formando parte del operón de resistencia y está por tanto autorregulado. En 
Synechocystis sp. PCC 6803 arsR no está en el mismo operón y además no está autorregulado, 
sino que se expresa constitutivamente a muy bajos niveles (resultados no mostrados). La 
autorregulación de los represores permite una rápida vuelta al estado inicial. Esto puede haber 
sido seleccionado en estos operones puesto que la sobrexpresión de ArsB en E .coli es tóxica 
para la célula (Wu y Rosen, 1993a; Cai y DuBow, 1996). En los plásmidos R773 y R46 existe 
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un nivel de regulación adicional, que es llevado a cabo por ArsD, que reprime la expresión del 
operón en presencia de bajas concentraciones de arsénico. Los mutantes arsD sobrexpresan 
ArsB en presencia de concentraciones moderadas de arsénico lo que provoca una inhibición del 
crecimiento (Wu y Rosen, 1993a). Puesto que los mutantes arsR+ de Synechocystis sp. PCC 
6803 no presentan ningún fenotipo, la sobrexpresión del operón arsBHC no parece tener ningún 
efecto nocivo para el crecimiento de esta estirpe.  
 
El fosfato tiene un efecto protector frente a la presencia de arseniato en el medio, ya que el 
fenotipo de las estirpes mutantes sólo es visible en medios en los que se ha suprimido el fosfato 
que normalmente contiene el medio BG11c (200 µM de K2HPO4), como ya se había descrito 
para E. coli (Oden, et al., 1994) o Anabaena variabilis (Thiel, 1988). Sólo los mutantes arsC-
arsI1Cm+∆arsI2Sp+ son más sensibles a la presencia de AsV en el medio cuando está presente el 
fosfato. Este efecto puede deberse a que la presencia de fosfato hace que el transporte de este 
elemento [y por tanto de su análogo estructural el arseniato, (AsV) que entra al interior celular 
mediante los transportadores de fosfato (Mukhopadhyay, et al., 2002; Rosen, 2002a)] se lleve a 
cabo mediante un sistema de baja afinidad y lento, siendo la cantidad de arseniato que entra  
muy pequeña, o bien debido a que las concentraciones de fosfato y polifosfato intracelulares 
protejan contra el efecto tóxico del arseniato sobre las enzimas. 
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V.5 El sistema glutatión/glutarredoxina en la resistencia a arsénico 
Puesto que las arseniato reductasas de Synechocystis sp. PCC 6803 son dependientes de 
glutarredoxinas (figuras 35 y 36; (Li, et al., 2003) quisimos analizar el papel de estas proteínas 
en la resistencia a arsénico. Synechocystis sp. PCC 6803 contiene 3 glutarredoxinas, 2 ditiólicas 
(GrxA y GrxB), que se agrupan con las típicamente bacterianas, y una monotiólica (GrxC). 
Hasta ahora el papel de las glutarredoxinas en organismos fotosintéticos es bastante desconocido 
y no se le han atribuido funciones esenciales en ningún proceso (Rouhier, et al., 2004). Ninguna 
de las tres proteínas parecen ser esenciales para el crecimiento de Synechocystis sp. PCC 6803, 
ni si quiera cuando se mutan los tres genes a la vez, lo que contrasta con el sistema tiorredoxina 
de cianobacterias (Muller y Buchanan, 1989; Navarro y Florencio, 1996). Puesto que las estirpes 
grxA+, y todas sus derivadas, son más sensibles a la presencia de AsV en el medio, GrxA debe 
ser la glutarredoxina responsable de la reducción de las arseniato reductasas in vivo. Este dato 
contrasta con los obtenidos in vitro en los que es GrxB la que parece reducir más eficientemente 
a ambas reductasas, aunque GrxA es también capaz de reducir a ArsC. Estas discrepancias se 
podrían explicar si los niveles de GrxA y GrxB fuesen muy distintos o si las condiciones 
óptimas de la reacción (fuerza iónica, concentración de GSH,….) fueran distintas in vivo que in 
vitro. Datos preliminares sugieren que GrxA es muy abundante, aunque no tenemos datos sobre 
la abundancia de GrxB. El hecho de que GrxA se exprese a elevados niveles no es extraño, 
puesto que el gen grxA se encuentra adyacente, y probablemente formando un operón, con el 
gen gshB (figura 37), que codifica la glutatión sintetasa, la última enzima de la ruta se síntesis de 
glutatión. El hecho de que los mutantes grxA+ sean más sensibles a la presencia de AsV es 
novedoso puesto que hasta ahora no se había descrito ningún fenotipo de resistencia a AsV 
asociado a la mutación de genes de glutarredoxinas, ya que los mutantes triples en los 3 genes 
de glutarredoxinas en E. coli no presentan ningún defecto en la resistencia a AsV en ninguna de 
las combinaciones posibles [como datos no mostrados en (Shi, et al., 1999)]. Éste es el primer 
dato sobre una de las funciones de las glutarredoxinas en organismos fotosintéticos in vivo y uno 
de los primeros sobre su especificidad in vitro. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VI Conclusiones 
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1. Se ha identificado el sistema de resistencia a Co2+ en Synechocystis sp. PCC 6803. Este 
sistema está formado por corT, que codifica una ATPasa tipo P, que se expresa en 
respuesta a Co2+ y Zn2+, encargada de transportar el exceso de Co2+ al periplasma y corR 
que codifica un regulador transcripcional de la familia MerR que activa la transcripción 
de corT en respuesta a la presencia de Co2+ en el medio. 
 
2. Se ha identificado el sistema de resistencia a Ni2+ en Synechocystis sp. PCC 6803. Este 
sistema parece estar formado por dos transportadores: un transportador de las familia 
BCA codificado por los genes nrsBAC y otro por NrsD una proteína de la familia de 
NreB de transportadores de metales cuyo extremo carboxilo terminal es un dominio de 
unión a metales que es codificada por el gen nrsD. Estos genes se expresan formando un 
solo operón en respuesta a la presencia de Ni2+ y Co2+ en el medio. 
 
3. El operón nrsBACD esta regulado por un sistema de dos componentes en el que el gen 
nrsR codifica un factor transcripcional de la subfamilia PhoB/OmpR que se une a los 
promotores de los operones nrsBACD y nrsRS, activando su transcripción y nrsS codifica 
una histidina quinasa que detecta la presencia de Ni2+. 
 
4. Se ha identificado un operón implicado en la resistencia a arsénico en Synechocystis sp. 
PCC 6803 formado por los genes arsB, arsH y arsC. La proteína ArsB funciona como un 
transportador hacia el exterior celular de AsIII y SbIII. La proteína ArsH es una quinona 
reductasa dependiente de NADPH y que contiene una molécula de FMN como grupo 
prostético. La proteína ArsC es una arseniato reductasa dependiente de glutarredoxina 
que reduce el AsV hasta AsIII antes de ser transportado por ArsB. Esta proteína es el 
primer miembro de una familia de proteínas, exclusiva de cianobacterias, y que parece 
estar relacionadas con las fosfatasas de tirosina de bajo peso molecular y las arseniato 
reductasas dependientes de tiorredoxina. Synechocystis sp. PCC 6803 contiene dos genes 
más, arsI1 y arsI2, que codifican arseniato reductasas adicionales a ArsC. Las proteína 
codificada por estos genes pertenece a la familia de arseniato reductasas dependientes de 
glutarredoxinas, y son esenciales para la resistencia a arseniato en ausencia de ArsC, pero 
dispensables en su presencia. 
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5. El operón de resistencia a arsénico esta regulado por el producto del gen arsR, un factor 
transcripcional de la familia SmtB/ArsR que reprime la expresión del operón arsBHC y 
se libera del DNA cuando en el interior celular aumentan los niveles de AsIII o SbIII. 
 
6. La proteína GrxA parece ser la encargada de reducir a las arseniato reductasas de 
Synechocystis sp. PCC 6803 in vivo, aunque esto contrasta con los datos obtenidos in 
vitro en los que GrxB parece ser la más eficiente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VII APÉNDICE A 
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VII.1 Secuencias de las proteínas estudiadas en este trabajo. 
> Slr0797; CorT; CoaT 
1   MVVTPPSSAFRFSNLFKDHPDAVAAIACGGLVFLGWQMLNLGWLGIAFFVLTAAYVIGGF 
61  DNAREGLTTLFEEKEFDVDLLMIVAALGAAGLGLWRREYTLIVDGAVLILIFAISGALEG 
121 YAMQRTERSIQGLMSLTADVARVLRNGQEQTIPISELKMGDQVLVKPGELVPTDGLVIEG 
181 FSTLNQASITGESMPVEKAIGDEVFAGTINGNGVLRLKIHQPPESSLIQRVIRLVQQAQT 
241 EAPPSQQFIERFECGYAKVIVIAGLLLGTLPPFLLGWSWEETIYRALIFLVVASPCALMA 
301 SIMPALLSGIANGARQGILFKNGAQLERIGRVRVIAFDKTGTLTTGKPEVVNILATQPST 
361 DKLLQIAAALESLSEHPIGEAIADFTRQQNQAWATARNVQAQAGQGIIGDIEGQQAIVGK 
421 AVFVQAQVNHVATNLIEQSQQWEAEGKTVVWVAYAGEILGLIAVADTVRPTAAQAIARLK 
481 RLGIERIVMLTGDNSRTAHSIAQQVGVNQVYAELLPEDKVDVIRQLQKQYQSVAMVGDGI 
521 NDAPALAQASVGIAMGAAGSDVALETADIVLMADRLERLEHAIRLGRRAQGVVKQNIVFA 
581 LGFVMILLIANFAGNITLPFGVLGHEGSTVIVTLSGLRLLRG 
 
> Sll0794; CorR; CoaR 
1   MKTNHLTIKELTDAVGGGVTPRMVRHYHTLGLLPPVQRSEGNYRLYTQQDVQRLQRVIAL 
61  KQQGFQLSHIRQLLDSHSEESLDPTLMVQLQQQYQAVIQQITRLRQTASALEGLLGRDQS 
121 CQITQAEALAQLKQLDVDVQEGLGKLDQLWTNLDAETTTHPEAFQESLKHLLPDLSAYSE 
181 ITIHLLHQLVLACGDVSLVNAVRLSQGAIASARDALKAGCPVVTDVPVVAAALDQTRLAH 
241 LGCTVKTLIDDPHITGLREAEQAFWHHDHWQQRLQQIPQGCVLAIGYAPSVLLTACKLIE 
301 QQHIQPALVIGMPIGFSHAPGAKRRLMTSPIPHITIQGSLGGGLLAAVTLNALVETLIAK 
361 PDCHCYLTCL 
 
> Slr0793; NrsB 
1   MMKTIQLASSFLALGLTLGTPNLVTAHVGHGDEFQAEGGINRVAVNAETDSMLGIVVEPI 
61  ASAPDGSAGVYIPATALVDGGDKQLVFVQYGEFYEPVPVKTGATQGELIEITEGLSVGEK 
121 LVTQGSLSLYAESRKTPTAETETKEPVVAEAAENTAPAETTSMAPNETQASPPVAAEPGL 
181 PVLPIALGGLGVIGAGILGLRAFNLSRKGKNFFGK 
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> Slr0794; NrsA 
1    MLNTLLNQILKTSIAQRWFIVIAAIGITLWGIISVGQMPLDVFPEFAPPQVDIHTEAPGL 
61   APEEVETQITVPIESAVNGLPGVTTVRSSSKVGLSMVSVVFDQDADVYKARQTVTERLQQ 
121  VTNQLPEGSHPPEISPLVSPLGTIVQYAFTIKDGGSSNLMDLRRLLETTVGNQLLSVPGV 
181  SQVTLYGGDERQEQVLVDPAKLRALKVSLNEVTQASAEANSNAPGGFLIGGGQELLVRGL 
241  GQMQSIEDLRRSVVKVVDGKPILLEDVAEVKTGSALKRGDGSFNGQPAIVMMVNKQPDVD 
301  TPTVTKAVEAVVESLKPTFPADVQIAQTFRQANFIDSAIRNVSTSLLEGIVIVSVIMLIF 
361  LMNWRTAAITLTAIPLSLLIGLMFMKAWGLGINTMTLGGLVVAIGSVVDDSIVDMENCYR 
421  GLRTNQAEGNPKHPLRVVYETSVEVRLAVIFSTVIIVVVFAPIFSLTGVEGRIFAPMGLA 
481  YLLCIGASTLVAMTVSPALCGILLANQRLPQEGTFVSRWAERLYRPLLNFSLRAPQVILS 
521  IALIAVIASVSLVPSLGRVFLPEFREKSMVNSMVLFPGVSLDMTNRAGMALFNNLKDNPL 
581  YEWVQIRAGRAPGDADGAGVSMAHVDVELSDEALKDREASVKELRKAFNQLPGVASNMGG 
641  FISHRMDEVLSGVRSAIAVKIFGPDLKELRAIGEQVQEAMKTVPGIVDLQLEPQLPIRQV 
701  QIHYDRAAAAQYGLRMADISAVVETALNGRIVSQVPEDQQLVNVVVMLPETERNSLDAMG 
761  AIPISTPTGQMITLGDVAKIDYGMGANVVNREDVSRLIVVSANVAERDLGSVVEDVQAQI 
821  KEKVQLPQGYFIEYGGQFESEQRATNSLLLFSFVAALVIGILMFFSVKSLPATIAIMINL 
881  PLALIGGLLSVVFTGGVISIASLVGFITLFGVAVRNGLLLVDNYNQKFAQGMKLKETIFK 
941  GSMERVNAILMTALTSALGMLPLATASSAGNEILQPLAIVVLGGLCTSTALTLLVLPALY 
1001 AKFGKWLMPKQPTNGDHIAPFVRNDRVSTQKSHF 
 
> Slr0795; NrsC 
1   METTLLLLCVTIGSALKNRIFKRELLSLLAVLTTVGEIFLPHFFWLISMTITQNTTRHYH 
61  HRRRSQQSSWSRHFFLATLLFTLCLAAFIRKSPETENINSFFGHLPSLAMEGGDPYIRAL 
121 MRTISASESNAKNPYVLLYGGQHTHDLSRHPNACIAIKTDVNQGHCSTAAGRYQFLTKTW 
181 QEKAALYHPQRHLGKSHYNFEPEFQDLVTYRWLTDKHHWGMDFSTQLQQGNIEQVLKKLS 
241 GTWTSLGYGIEDNRMTASLPKIYQKLLAEELDQAN 
 
> Slr0796; NrsD 
1   MGKLPPIFHCLRNRLFAQLYLAQAISLLGDALTWVGLALLAFELAGQGAGLILAGALTLR 
                                                                                                          Resistencia a metales en Synechocystis 
 154 
61  VTVFVLLSPIAGAIADRYDRKQMMVITHLARLGIVCLFPGVTQAWQIYGLVLGLNVFNAF 
121 FTPTYTATIPLVTKEDEYPQAIALSSATYQLLGVLGPGLAGSLAAWVGTKTIFWGDALTF 
181 LMAAGLIFTLPGKLLANSTAQPVRNLAQIRRDIGTGTQCLFGDRLIRYALAMQLVVSLAG 
241 AGILVNTVGYVQGILNLGKLEYGWLMAAFGLGATVASLGLGNTQQQRKRIYLTTIGAVVM 
301 SLAILPVSMVNLQGLLLLWAGAGIGQTLVNVPTQTLIADRVAKELQGRVYGANFAWSHLW 
361 WAFSYPLAGWLGSHFAQNSFFYLGILALSLFALFYLLRPSTPMEPGFWHEHSHHHDSEHS 
421 HFHPATTVLNFSHNHLHFHFYKASP 
 
> Sll0797; NrsR 
1   MRILLVEDETDLGMAIKKVLVSEKYVVDWVTDGSQAWDYLENQWTEYTLAIVDWLLPGLS 
61  GLELCQKLRTQGNSLPVLMLTALGEPENRVEGLDAGADDYLTKPFVMAELLARLRALQRR 
121 SPQFQPQILTLGNFSLDPSNNLLSVTISEPLNLERQEIALTVREFQIFQYLMQNPERIIS 
181 GSKIRQQLWDLDEEPMSNVVAAQMRLIRRKLAQQNCPCPIKTVPGQGYRFTLSP 
 
> Sll0798; NrsS 
1   MNTRRLFARSRLQLAFWYALVMGGILTLLGLGVYRAIVQANWMALEREVESIAGTLHDSL 
61  EPMLPSNASPTGVLQKMLPDLCLVNQPCQVNPTLIERHTLGISDRSLYYIRLFDYQGNLL 
121 AFSPNQPASLSSIFNQETWQTIHPPTGDRYRQFTTILHSAGNTDKSSWGYLQIGRSLAAF 
181 DAENKRILWILGLSFPIALGLVAFSSWGLAGLAMRPIYQSYQQQQQFTANAAHELRSPLA 
241 SLLATVEAVLRIDSSHSPEINTMLHTVERQGRRLSQLITDLLLLSRLEQETTAEDWRLCC 
301 LNDLVSDLTEEFLELAIAAHIDLSSDLSSGEVYAWGNESQLYRLVSNLIANAIQYTTAGG 
361 RVDITLTSHEQMAIITVQDTGIGIAPDQQEHIFERFYRVNRDRSRKTGGTGLGLAIAQVI 
421 TVKHRGSLTVESALGKGSLFTIQLPIFSVPIVHS 
 
> Slr0944; ArsB 
1   MVNRINPKAIKAGGTLNLFEKYLTLWVALCIVIGIALGKLLPAVAQTLDSWSIYNVSIPI 
61  AICLFFMMYPIMVKIDFSQARQAVKAPKPVILTLVVNWVIKPFTMVIFAQFFLGYLFAPL 
121 LTATEIIRGQEVTLANSYIAGCILLGIAPCTAMVLMWGYLSYSNQGLTLVMVAVNSLAML 
181 FLYAPLGKWLLAASNLTVPWQTIVLSVLIYVGLPLAAGIYSRYWILKHKGRQWFESQFLH 
Luis López Maury             ____    ____________        ____        __        _      ____              _        
_______ 
 155 
241 YLSPIAIVALLLTLILLFAFKGELIVNNPLHIFLIAVPLFIQTNFIFLITYVLGLKLKLS 
301 YEDAAPAALIGASNHFEVAIATAVMLFGLNSGAALATVVGVLIEVPVMLMLVEICKKTAF 
361 WFPRDPEKATLLDPRCINQEIRI 
 
> Slr0945; ArsH 
1   MTDFNHPPRILFLYGSLRERSYSRLLAEEAGRIITTMGAETKFFDPRELPLRGQVLDSHP 
61  KVQELLELSQWSEGQVWSSPEMHGNITGILKNQIDWIPLEIGSIRPTQGRTLAVMQVSGG 
121 SQSFNAVNTMRILGRWMRMFTIPNQSSVAKAYQEFHEDGTMKDSPYRDRVVDVMEELYKF 
181 TLLLRDKVDYLTDRHSERKAKVNTDG 
 
> Slr0946; ArsC 
1   MKKVMFVCKRNSCRSQMAEGFAKTLGAGKIAVTSCGLESSRVHPTAIAMMEEVGIDISGQ 
61  TSDPIENFNADDYDVVISLCGCGVNLPPEWVTQEIFEDWQLEDPDGQSLEVFRTVRGQVK 
121 ERVENLIAKIS 
 
> Sll1957; ArsR 
1   MKTTEKDLISVGFQALSDPIRLQVLTLLENQEQCVCDLCDQLNISQSKLSFHLKRLRDAE 
61  LVHTRQDGRWIYYRLNPEQFHHLRHYLESYGQVTQAYVPRHCCD 
 
> Slr6037; ArsI 
1   MIVIYHNPDCGTSRNVLQLIEAAGYLPQVIEYVKEGWTKPQLLGLFAAADLTPRSALRTT 
61  KSPAAELNLLEETVTDAQILDAMVEYPILVNRPIVCTPKGVRLCRPSEVVLDLLDHWPSG 
121 PFAKEDGELIIDERGNRVYT 
 
> Sll5104; ArsI 
1   MTENMIVIYHNPDCGTSRNVLQLIEAAGYLPQVIEYVKEGWTKPQLLGLFAAADLTPRSA 
61  LRTTKSPAAELNLLEETVTDAQILDAMVEYPILVNRPIVCTPKGVRLCRPSEVVLDLLDH 
121 WPSGPFAKEDGELIIDERGNRVYT 
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